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corresponde ao menor e (ou) maior valor encontrado nas areas do atual trabalho.
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ATRIBUTOS QUIMICOS, FiSICOS E BIOLOGICOS, ESTRUTURA DE
COMUNIDADES BACTERIANAS E QUALIDADE DE SOLOS DE CERRADO SOB
PLANTIO DIRETO E PREPARO CONVENCIONAL

RESUMO

A agricultura brasileira tem apresentado grande desenvolvimento nas ultimas
décadas e a regidao do Cerrado desponta como a principal produtora de graos do
pais. Infelizmente, o manejo inadequado do solo tem comprometido o potencial
produtivo e o0 meio ambiente, diante disso, alternativas como o plantio direto (PD)
tém sido utilizadas como propostas de manejos conservacionistas dos recursos
naturais. A analise de atributos quimicos, fisicos e biolégicos, assim como a
avaliacao da estrutura genética e o perfil metabdlico das comunidades microbianas
permite identificar alteracdes nas caracteristicas originais dos solos e pode auxiliar a
tomada de decisdes sobre a utilizacdo de manejos e praticas agricolas mais
adequadas. Este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito do preparo do solo
sobre atributos quimicos, fisicos e bioldégicos em areas de rotacdo milho/soja;
determinar e comparar o perfil genético e metabdlico das comunidades bacterianas
dos solos estudados; correlacionar os atributos quimicos, fisicos e biolégicos com a
estrutura das comunidades bacterianas de solos sob diferentes manejos; e utilizar os
resultados de avaliagcGes de atributos quimicos, fisicos e bioldgicos para analise da
qualidade dos solos com base no programa SIMOQS. Foram coletadas amostras de
solo na profundidade de 0-10 cm em um Latossolo Vermelho-Amarelo cultivado com
milho e soja, sob PD e PC, e em um Latossolo Vermelho cultivado com milho e soja,
sob PD e PC e adubado com duas fontes de fosforo, superfosfato triplo e fosfato
natural reativo. Areas de cerrado nativo, adjacentes aos experimentos, foram
utilizadas como referéncia das condicées originais dos solos. De maneira geral,
solos sob PD apresentaram melhores resultados nas andlises quimicas, fisicas e
bioldgicas que aqueles sob PC. A analise de componentes principais agrupou e
diferenciou os solos de acordo com o manejo utilizado e a atividade enzimatica,
principalmente da arilsulfatase, demonstrou ser um indicador sensivel as praticas
agricolas. Os manejos avaliados alteraram a estrutura genética e o perfil metabdlico

das comunidades bacterianas, que se correlacionaram com os atributos quimicos,
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fisicos e biolégicos dos solos. As metodologias dependentes e independentes de
cultivo utilizadas para identificacao de individuos predominantes das comunidades
bacterianas forneceram informacdes diferentes e, portanto, sua utilizacdo em
conjunto permitiu melhor caracterizacdo dessas populacdes. Nos trés modelos
propostos neste estudo para o SIMOQS, as areas cultivadas sob PD apresentaram
0s maiores indices de qualidade dos solos quando comparadas a areas sob preparo

convencional.

Termos de indexacao: Cerrado, manejo do solo, qualidade do solo, estrutura

genética e metabdlica, bioindicadores.
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STRUCTURE OF BACTERIAL COMMUNITIES, CHEMICAL, PHYSICAL AND
BIOLOGICAL PARAMETERS AND QUALITY OF CERRADO SOILS UNDER
TILLAGE AND NO TILL

ABSTRACT

The brazilian agriculture has presented a big development in last decades when the
Cerrado region emerged as a major grain producer. Unfortunately, improper soil
management has reduced the productive potential and harming the environment.
Nevertheless, alternatives such no-tillage (NT) have been used as proposals for
conservation management of natural resources. The analysis of chemical, physical
and biological parameters as well as the evaluation of the genetic structure and
metabolic profiles of microbial communities can identify changes in the original
characteristics of the soil and help making decisions about the use of more
approprietade soil management and farming practices. This study aimed to evaluate
the effect of tillage on the chemical, physical and biological parameters in areas with
corn/soybean rotation; to determine and compare the genetic and metabolic profile of
bacterial communities in the studied soils; to correlate the chemical, physical and
biological parameters with the structure of bacterial communities in soils under
different management; and to use the analytical results of chemical, physical and
biological parameters to analyse the soil quality based on the SIMOQS software.
Samples were collected at a depth of 0-10 cm in a clayey Typic Haplustox soil
planted with corn and soybean under conventional till (CT) and NT systems and in an
Oxisoil planted with corn and soybean under NT and CT fertilized with two phosphate
sources, triple superphosphate and reactive phosphate rock. Areas of native
vegetation, adjacent to the experiments, were used as reference to the original
conditions of the soil. In general, NT soils had better results in the chemical, physical
and biological properties than those under CT. The principal component analysis
grouped and separated the areas according to management, and enzyme activity,
especially of arylsulfatase, proved to be a sensitive indicator of changes imposed by
different agricultural practices. The management changed the genetic structure and
metabolic profile of the soil bacterial communities that were correlated with the
chemical, physical and biological parameters. The cultivation dependent and
independent methods used to identify predominant individuals within bacterial
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communities have accessed different information and therefore their use together
results in better characterization of these populations. In the three models proposed
herein for SIMOQS, the cultivated areas under the NT presented higher rates of soil
quality when compared to areas under CT.

index terms: Cerrado, soil management, soil quality, metabolic and genetic structure,

bioindicators.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, sua distribuicdo tem inicio na
regidao Sudeste, nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, estendendo-se para o
Centro-Oeste, Norte e Nordeste, ocupando cerca de 24% de todo territério brasileiro
(Costa e Olszevski, 2008). Os solos deste bioma sao altamente intemperizados, o
que os torna acidos, pobres em nutrientes e ricos em 6xidos de ferro e aluminio. No
entanto, a excelente estrutura fisica dos solos, juntamente com o0s avangos
tecnoldgicos na agricultura, que tém ocorrido durante as Ultimas décadas, fez com
que o Cerrado se tornasse a principal zona de producdo de grdaos do Brasil
(Machado e Silva 2001).

Apesar da excepcional participacdo no cenario agricola nacional, o
desenvolvimento agricola na regido do Cerrado, muitas vezes, tem sido
acompanhado do manejo inadequado do solo (Silva et al. 1994), sendo considerado
como o grande responsavel pela existéncia de areas degradadas ou em processos
de degradacéao (Dias e Griffith, 1998).

Os diferentes implementos disponiveis para o preparo do solo provocam
alteracoes nas suas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas. Cada implemento
trabalha o solo de maneira prépria, alterando, de maneira diferenciada estas
propriedades (Sa, 1998). A utilizacao intensiva e repetitiva destes equipamentos nas
operacdes agricolas € o grande responsavel pela degradagdo acelerada e
consequente perda de solo, agua e nutrientes por erosao hidrica e edlica (Freitas,
1994).

A adocao de sistemas conservacionistas de manejo do solo como plantio
direto (PD) tem-se apresentado como uma alternativa para contribuir com a
sustentabilidade econémica e ambiental do agroecossistema (Silva et al., 2000 a).
No Brasil, o Sistema de Plantio Direto teve seu inicio em 1972 nos estados do
Parana e Rio Grande do Sul. As primeiras experiéncias com o PD nos Cerrados se
iniciaram ainda na década de 70, estendendo-se pela década de 80 (Plataforma
Plantio Direto, 2001). Na década de 80 diversas pesquisas j& mostravam que os
beneficios deste sistema no solo podiam ser maiores. Dedecek et al. (1986)
apontaram que a manutencdo de uma vegetacdo de cobertura diminui tanto a



erosividade da chuva quanto a enxurrada, reduzindo significativamente as perdas de
solo e de agua.

No solo, existem diversas inter-relacdes entre os atributos quimicos, fisicos e
biolégicos que controlam os processos e 0s aspectos relacionados a sua variagao
no tempo e no espacgo. Assim, qualquer alteracdo no solo pode alterar diretamente
sua estrutura e sua atividade biologica e, consequentemente, sua fertilidade, com
reflexos nos agroecossistemas (Brookes, 1995), podendo promover prejuizos a
qualidade do solo e a produtividade das culturas. Diante disso, a variagdo desses
atributos, determinada pelo manejo e uso do solo, e sua avaliacao sao importantes
para o melhor manejo visando a sustentabilidade do sistema (Carneiro et al. 2009).

Atualmente, a agricultura moderna tem demandado uma crescente
necessidade de identificar parametros que estimem, de modo eficiente e rapido, as
modificagdes que ocorrem no solo. A qualidade de um solo pode ser mensurada
através do uso de indicadores que compreendem os atributos que reproduzem o
status ambiental ou a condicao de sustentabilidade que o solo se encontra (Aradjo e
Monteiro, 2007).

Varios trabalhos compararam a qualidade de solos tropicais sob diferentes
sistemas agricolas, podendo-se destacar: Silva et al. (2000 b), Stone e Silveira
(2001), D’Andréa et al. (2002), Goedert et al. (2002), Mendes et al. (2003), Oliveira
et al. (2004) e Dufranc et al. (2004). Tem-se observado que a qualidade do solo é
superior em sistemas em que a sua mobilizacdo é pequena (Costa et al. 2006).

Embora menos evidente, a diversidade microbiana é tdo importante quanto a
diversidade de plantas e animais. Quanto maior a diversidade, maior a estabilidade
do ecossistema e mais eficiente o uso dos recursos disponiveis sendo menor o
gasto de energia para sustentar a biomassa ali presente (To6tola e Chaer, 2002). A
diversidade microbiana estaria, portanto, relacionada a um efeito “tampao” do solo
contra estresses ambientais naturais ou causados pelo homem. Para um
determinado solo, as avaliacbes de diversidade envolvem aspectos genéticos
(numero e ou rigueza de genomas) e funcionais (variedade de funcbes de
decomposicao, transformacdo de nutrientes, promocao/supressdo do crescimento
de plantas, etc), sendo de extrema importdncia a compreensdao destas

caracteristicas.



2. OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1. Objetivo geral

Analisar a estrutura, genética e metabdlica, das comunidades bacterianas, o
uso de indicadores e a qualidade de solos do Cerrado sob plantio direto e preparo

convencional.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do manejo do solo sobre atributos quimicos, fisicos e
bioldgicos em areas de rotacao milho/soja;

2. Determinar e comparar o perfil genético e metabdlico das comunidades
bacterianas dos solos estudados;

3. Correlacionar os resultados dos atributos quimicos, fisicos e biol6gicos com
as alteragdes promovidas na estrutura das comunidades bacterianas de solos sob
diferentes manejos;

4. Avaliar a qualidade dos solos com base no programa SIMOQS (Sistema de
Monitoramento da Qualidade do Solo - UFV) a partir das avaliagdes dos atributos
quimicos, fisicos e bioldgicos.

2.3. Hipéteses

1. Solos sob diferentes praticas de manejo agricola apresentam distintas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas.

2. Diferentes praticas de manejo agricola alteram a estrutura genética e
metabdlica das comunidades bacterianas do solo.

3. Alteracbes na diversidade bacteriana estdo correlacionadas com outros
atributos quimicos, fisicos ou biolégicos do solo.

4. E possivel agregar dados quimicos, fisicos e biolégicos para criar um indice
de qualidade do solo com o auxilio do programa SIMOQS.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Agricultura e solo

A agricultura brasileira experimentou grande desenvolvimento durante os
ultimos 100 anos, obtendo aumentos significativos na produtividade de grande
nuamero de culturas, notadamente nas ultimas trés décadas. Isto se deveu a
inovacdes tecnoldgicas e a difusdo do uso dessas técnicas (Lopes e Guilherme,
2007). O esforco conjunto da pesquisa agropecuaria, as ag¢des da assisténcia
técnica e extensao rural, a ampliacdo do sistema de crédito rural e a participacao
dos produtores rurais e da agroindustria produziram um fendmeno interno,
conhecido como “primeiro ciclo da revolugdo da agricultura tropical no Brasil”, e a
ocupacgao do Cerrado foi uma das principais conquistas desse ciclo (Crestana e
Sousa, 2008).

O uso sustentavel dos recursos naturais, especialmente do solo e da agua,
tem-se constituido em tema de crescente relevancia, em razdo do aumento das
atividades antrépicas. Consequentemente, cresce a preocupagcdo com O USO
sustentavel e a qualidade desses recursos (Araujo et al., 2007).

O solo é um corpo dinamico, vivo e natural com fungdes fundamentais nos
ecossistemas terrestres. Os componentes do solo incluem a matéria mineral
inorganica (areia, sedimentos e particulas de argila), matéria organica, agua, gases,
e organismos vivos e ha um continuo intercambio de moléculas e ions entre as fases
séblida, liquida e gasosa que sdo mediados pelos processos quimicos, fisicos e
biolégicos (Doran et al., 1994). Em sintese, o0 solo € o resultado das combinagdes
entre o clima, os organismos, o material de origem e o tempo, sendo considerado
como o substrato principal da producao de alimentos e uma das principais fontes de

nutrientes e sedimentos que vao para os rios, lagos e mares. (Resende et al., 2007).

3.2. Sistemas de cultivo

Os diferentes sistemas de cultivo promovem diferentes graus de mobilizacao
do solo, causando alteracdo nas propriedades fisicas e quimicas que afetam os



microrganismos, como por exemplo, bactérias, fungos e actinomicetos (Pflller et al.
2000). A desestruturacao do solo, a compactagéo e a reducao nos teores de matéria
organica sao considerados o0s principais indutores da degradacdo das terras
agricolas. Tal degradacao, com todas as suas implicacbes e conseqliéncias, tem
resultado no desafio de viabilizar sistemas de producdo que possibilitem maior
eficiéncia energética e conservacao ambiental, criando-se novos paradigmas
tecnoldgicos baseados na sustentabilidade (Kluthcouski et al., 2000).

Até pouco tempo atras, a produgcao agricola brasileira tinha como principal
sistema de cultivo o preparo convencional (PC), que consiste em revolver o solo
antes do plantio visando incorporar insumos e controlar ervas daninhas (Nunes,
2010), tendo como caracteristica marcante a utilizacdo de arados e grades no
preparo do solo, especialmente a grade aradora, que diminui a estabilidade dos
agregados e pode levar a sua destruicdo (Reinert et al., 1984). Esse sistema
demonstrou-se insustentavel, principalmente em virtude das elevadas taxas de
erosao hidrica, resultantes das chuvas que encontravam o solo desnudo (Nunes,
2010).

A semeadura direta, com apenas um pequeno preparo na linha de
semeadura, que surgiu como uma simples técnica de manejo com o objetivo basico
de controle da erosao hidrica do solo, evoluiu para um sistema complexo e ordenado
de produgdo agricola, denominado, no Brasil, de sistema de plantio direto (PD). A
sua adocao nos agroecossistemas tropicais e subtropicais, em substituicdo a
agricultura em terra nua, tem-se caracterizado como um investimento na
preservacao dos recursos naturais e sécio-econdmicos (Muzilli, 2002). Sob a 6tica
sisttmica, o PD combina praticas biol6gico-culturais com praticas mecanico-
quimicas, pressupondo alguns requisitos basicos que envolvem a condicao prévia
do terreno, o ndo-revolvimento do solo, o uso de rotacao de culturas e a adocéo de
métodos integrados de controle de plantas invasoras, de pragas e de doencas
(Anghinoni, 2007). Em sintese, o PD constitui uma ferramenta da agricultura
conservacionista capaz de viabilizar o ato de semear sem preparo prévio do solo.
Em consequéncia, esse conjunto de tecnologias requer menor infra-estrutura de
maquinas e de equipamentos, demanda menor for¢a de trabalho e menos energia
fossil, beneficia a atividade bioldgica do solo, favorece o controle biol6gico, minimiza
a erosao, otimiza a utilizagao de fertilizantes, instiga os processos de floculacédo e de
agregacao do solo e o desenvolvimento de sua estrutura, reduz a taxa de



mineralizacdo da matéria organica e desacelera a taxa de ciclagem ou reciclagem
de nutrientes, estabelecendo sincronismo com a taxa de crescimento das formas de
vida presentes (Denardin et al., 2008).

Varios estudos tém demonstrado os efeitos do PD sobre as propriedades
fisicas (Karlen et al., 1994; Kushwaha et al., 2001; Peixoto et al., 2006), quimicas
(Doran, 1980; Angers et al., 1993; Ekenler e Tabatabai, 2003) e biolégicas (Alvarez
et al., 1998; Matsuoka et al., 2003; Franchini et al., 2007) do solo, sendo que, na
maioria das vezes, tais efeitos sdo favoraveis (Brady e Weil, 2002).

3.3. Qualidade do solo

E cada vez mais dificil conceber a idéia de competitividade e sustentabilidade
dissociada de garantia de qualidade. Esse conceito de qualidade tem sido
corriqueiramente utilizado para produtos comerciais, para o ar, etc., e mais
recentemente, para solos. Contudo, definir a qualidade do solo tem sido uma tarefa
dificil, uma vez que ela depende das caracteristicas intrinsecas do solo, de suas
interacdes com o ecossistema e de seu uso para diversos fins (Goedert e Oliveira,
2007).

O conceito de qualidade do solo é relativamente novo, com grandes
controvérsias e ndo tao bem estabelecido na percepcao cientifica (Pierzynski et al.,
2000). A definicdo mais difundida de qualidade do solo foi proposta por Doran e
Parkin (1994), que a conceituaram como sendo a capacidade de esse recurso
exercer varias funcdes, dentro dos limites do uso da terra e do ecossistema, para
sustentar a produtividade biol6gica, manter ou melhorar a qualidade ambiental e
contribuir para a saude das plantas, dos animais e humana.

Um dos desafios atuais da pesquisa é como avaliar a qualidade de um solo
de maneira simples e confiavel. De acordo com Seybold et al., (1997), o solo tem
propriedades quimicas, fisicas e biolégicas que interagem de maneira complexa,
determinando sua qualidade e capacidade de uso. Dessa forma, a qualidade do solo
pode ser inferida a partir das mudancas avaliadas nos seus atributos ou nos

atributos do ecossistema, conhecidos como indicadores.



3.3.1. Indicadores de qualidade do solo

Um indicador pode ser simplesmente uma variavel mensuravel, a exemplo da
temperatura do solo; um processo, como a taxa de mineralizagao de nitrogénio; ou
uma construcdo complexa de variaveis multiplas, como um indice, o qual inclui
inumeras medidas do solo, tais como densidade, uniformidade de agregados,
matéria organica e outros (Burger e Kelting, 1999).

De acordo com Goedert e Oliveira (2007), a escolha de indicadores deve
considerar, dentre outros, os seguintes aspectos: facilidade de medicao, resposta a
mudancas, limite claro entre condicbes de sustentabilidade e relacao direta com
requerimentos de qualidade do solo, além disso, dois enfoques tém sido geralmente
propostos para se estabelecerem critérios de referéncia para determinar os limites
de sustentabilidade: condicao de solo nativo e condi¢cées de solo que maximizem a
producéo e conservem o ambiente.

De acordo com Chaer (2001), um dos obstaculos para avaliar a qualidade do
solo é a interpretacao dos seus indicadores, ou seja, saber quando é que os valores
obtidos indicam um bom solo. Atualmente, existe na literatura uma grande
quantidade de informagdes acerca dos indicadores de carater quimico e fisico que
permite, com certo grau de confiabilidade, definir faixas de valores adequados para
essas caracteristicas em diversos tipos de solos e culturas. No entanto, apesar do
crescente numero de trabalhos envolvendo a analise de indicadores microbiol6gicos,
a base de informacdo disponivel para essas caracteristicas ainda é pouco
consistente para se fazer uma interpretacdo adequada e para se definir valores
6timos em diferentes situagdes. As principais causas estdo no fato dos testes
microbioldgicos ndo serem incluidos em analises de solo de rotina e a falta de
padronizacdo de métodos desde a amostragem, estocagem e pré-tratamento das
amostras até os procedimentos analiticos e a apresentacdo dos resultados
(Stenberg, 1999).

3.3.2. Bioindicadores de qualidade do solo

A avaliacao de atributos biolégicos do solo é adequada a maioria dos critérios
para a selecdo de um indicador de qualidade (Doran e Zeiss, 2000). A capacidade



de responder rapidamente a mudancas no ambiente do solo derivadas das
alteracées no manejo justifica 0 uso de microrganismos e processos microbioldgicos
como indicadores de qualidade do solo (Kennedy e Papendick, 1995). Alguns
trabalhos avaliaram variaveis microbiolégicas e identificaram que estas foram mais
sensiveis em detectar os efeitos de diferentes manejos do solo do que as variaveis
fisicas e quimicas, utilizando como referéncia vegetacdes nativas (Chaer e Toétola,
2007; Silva et al., 2009).

A biomassa microbiana é um importante componente na avaliacdo da
qualidade do solo, pois atua nos processos de decomposicao natural interagindo na
dindmica dos nutrientes e regeneracdo da estabilidade dos agregados
(Franzluebbers et al., 1999; Perez et al., 2004), além disso, participa dos processos
de formacao do solo (intemperizacdo das rochas) e na biorremediacao de poluentes
e metais pesados (Reis Jr. e Mendes, 2007). Entretanto, determinagbes da
biomassa microbiana ndo fornecem indicacées sobre os niveis de atividade das
populacdées microbianas do solo, ou seja, podem ocorrer situagcées em que 0s solos
apresentem elevadas quantidades de biomassa inativa e vice-versa. Dai a
importancia das analises que medem a atividade microbiana ou o estado metabdlico
atual e potencial das comunidades de microrganismos do solo. Dentre essas,
destaca-se a determinacdo de atividade de diversas enzimas dos solos (Mendes e
Reis Jr., 2004).

As enzimas do solo participam das reagcbes metabdlicas intercelulares,
responsaveis pelo funcionamento e pela manutencdo dos seres vivos e também
desempenham papel fundamental atuando como catalisadoras de varias reacdes
que resultam na decomposicdo de residuos orgéanicos (ligninases, celulases,
proteases, glucosidases, galactosidases), ciclagem de nutrientes (fosfatases,
amidases, urease, sulfatase), formacado da matéria organica e da estrutura do solo
(Mendes e Vivaldi, 2001).

Os atributos microbiolégicos tém sido amplamente discutidos na literatura
como indicadores de qualidade (Sparling, 1992; Angers et al., 1993; Kennedy e
Papendick, 1995, Trindade et al., 2000; Tétola e Chaer, 2002; Matsuoka et al., 2003;
Costa et al., 2006; Franchini et al., 2007, Araujo e Monteiro, 2007; Silva et al., 2009).



3.3.3. Diversidade microbioldgica

Apesar de sua importancia, o solo ainda tem sido considerado um dos
habitats menos estudados do planeta e apenas recentemente comecou-se a
entender que sua biodiversidade é fator crucial na regulagédo e no funcionamento
dos ecossistemas (Copley, 2000).

As avaliacbes de diversidade microbiana fornecem indicativos sobre a
variedade e a variabilidade, em termos de numero (riqueza) e abundancia
(equitatividade) de espécies presentes em um determinado solo. O advento de
técnicas moleculares tem permitido identificar que o numero de espécies
microbianas presentes no solo é bastante superior ao estimado com base em
técnicas tradicionais de cultivo em placa (Ward et al., 1990). Sé para se ter uma
idéia, Roesch et al. (2007) encontraram até 53533 diferentes sequéncias de DNA de
bactérias em um grama de solo e, baseados nos resultados desse mesmo trabalho,
esses autores também sugerem que o manejo dos solos possa influenciar
significativamente a diversidade dessas bactérias.

Métodos que avaliem o perfil de comunidades, como o de DGGE ("denaturing
gradient gel electrophoresis" - eletroforese em gel de gradiente desnaturante) que
utiliza um gradiente quimico de desnaturagcado formado por uréia e formamida, sdo
adequados para estudar a estrutura genética das comunidades microbianas. Esta
técnica é baseada na amplificagcdo dos fragmentos de DNA por PCR (Polymerase
Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase) e eletroforese em um gel de
poliacrilamida com um gradiente de desnaturacdo, onde é possivel separar
fragmentos de DNA de mesmo tamanho, mas com diferentes sequéncias de bases
(Muyzer et al., 1993). Um dos pontos mais fortes em favor da utilizagdo da técnica
de DGGE em ecologia microbiana é a possibilidade de analise simultanea de varias
amostras, o que permite monitorar a dindmica complexa da comunidade microbiana
e suas flutuacdes sazonais ou apds perturbacées ambientais (Muyzer, 1999).

Tao importante quanto a diversidade genética, é a diversidade funcional dos
microrganismos dos solos. To6tola e Chaer (2002) afirmaram que a importancia das
analises de diversidade funcional reside no fato de que, somente com base nas
alteracoes na diversidade genética, ndo € possivel inferir se algumas fungdes do
solo foram perdidas ou ndo. As andlises de diversidade funcional permitem uma

melhor compreensdo do funcionamento da comunidade microbiana, pois



possibilitam averiguar a presenca de redundancia funcional no solo, isto €, a
existéncia de populagdes que desempenham um mesmo papel funcional. Parte da
diversidade funcional dos microrganismos associados a solos sob diferentes
manejos pode ser acessada através da andlise do perfii metabdlico das
comunidades microbianas, que € definido pela quantidade, tipo e taxa de utilizacao
de substratos de carbono. Esse perfil metabdlico € uma consequéncia da
diversidade genética, dos efeitos ambientais e das interacdes ecolégicas entre
diferentes populagbes. Essa andlise tem sido feita com o auxilio de microplacas
EcoPlate™, que possibilita a avaliagao da utilizagcao de diferentes fontes de carbono
pela comunidade microbiana, constituindo-se num verdadeiro “fingerprint” destas
comunidades. Varios estudos ja demonstraram que, com a utilizagdo das
microplacas EcoPlate™, pode-se observar diferencas significativas na diversidade
metabodlica de comunidades oriundas de amostras de solo distintas (Zak et al.,
1994).

Recentemente, varios estudos tém investigado a influéncia do manejo do solo
sobre a estrutura genética (Peixoto et al., 2006; Pereira et al., 2007; Wu et al., 2008;
Bresolin et al.; 2010; Peixoto et al., 2010) e metabdlica (Lupwayi et al., 1998; Diosma
et al., 2006; Lupwayi et al., 2007; Chaer et al., 2009; Lupwayi et al., 2010) das
comunidades microbianas.

A utilizacdo de clonagem seguida de sequenciamento é considerada uma
metodologia interessante para a exploracao da diversidade bacteriana em amostras
naturais (Muyzer, 1999), assim, alguns estudos tém utilizado estas tecnologias para
identificar bactérias cultivadas, isoladas de géis de eletroforese e a partir do DNA
total de amostras de solo (Roesch et al., 2007; Quirino et al., 2009; Bresolin et al.;
2010),

3.3.4. indice de qualidade dos solos

De acordo com Chaer (2001), uma estratégia comumente sugerida para se
avaliar um conjunto de indicadores de qualidade do solo, € o calculo de um indice de
qualidade. O indice constitui uma ferramenta para agregacédo e simplificacdo de
informacdes de natureza diversa (Sands e Podmore, 2000), de modo que, neste
caso, ele ira quantificar a qualidade do solo. Tais indices podem ser Uteis para o
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monitoramento do estado geral e para a identificacdo de préaticas de manejo mais
adequadas, constituindo-se uma ferramenta para buscar solugbes técnicas que
atuem diretamente nos atributos do solo que estdo pesando negativamente no
indice de qualidade (Chaer, 2001).

Os indices de qualidade do solo podem ser obtidos por meio de uma
expressdao ou modelo matematico que inclua os atributos do solo considerado.
Assim, a soma dos efeitos dos atributos selecionados, que s&o determinantes da
qualidade do solo de um dado ambiente, é expressa no indice de qualidade (Burguer
e Kelting, 1999).

Chaer (2001) propbs alguns modelos que permitem estimar os indices de
qualidade do solo sob as mais variadas condicdes. A partir disso, desenvolveu-se 0
Sistema de Monitoramento da Qualidade do Solo (SIMOQS), desenvolvido na
Universidade Federal de Vigcosa, em que o usuario, tendo em maos um conjunto de
dados obtidos a partir da andlise de caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas,
escolhe um modelo ajustado aos seus propositos, adequando o modelo escolhido
aos dados disponiveis (Chaer et al., 2004). De acordo com Silva (2008), o SIMOQS
foi eficaz como ferramenta para o monitoramento da qualidade do solo em diferentes
agroecossistemas, sendo que, através dos célculos do indice de qualidade, foi
possivel observar beneficios do bom manejo das pastagens (principalmente quando
em consércio com leguminosas), da rotacao lavoura/pastagem e do plantio direto.

A avaliacdo dos possiveis indicadores de qualidade e sua efetiva identificacao
sdo complicadas pela multiplicidade dos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos que
controlam o0s processos biogeoquimicos e suas variagcbes no tempo, espaco e
intensidade (Doran et al., 1994). Dessa maneira, técnicas estatisticas tém sido
aplicadas para identificar e quantificar os indicadores que causam influéncia
significativa sobre os resultados dos experimentos. As analises multivariadas sdo
técnicas cada vez mais utilizadas para analisar conjuntos complexos de dados
(Tabachnick e Fidell, 2007). De acordo com Sena et al. (2002), os pesquisadores da
area de solos precisam se aperfeicoar a respeito de métodos multivariados, os
quais, comparados com métodos univariados e bivariados, ampliam a capacidade de
extracdo e interpretacdo de dados das analises.
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CAPITULO 1
ATRIBUTOS QUIMICOS, FiSICOS E BIOLOGICOS DE DOIS SOLOS DE
CERRADO SOB PLANTIO DIRETO E PREPARO CONVENCIONAL
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RESUMO

O crescimento populacional e a demanda por alimentos e matérias-primas de
origem agricola pressionam o meio ambiente, e 0 manejo do solo apresenta papel
preponderante para o desenvolvimento sustentavel. Entre as estratégias
conservacionistas tem-se destacado o uso do plantio direto (PD), pratica que visa
proteger a superficie do solo e diminuir os impactos de seu revolvimento. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do PD e o preparo convencional (PC)
sobre caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas em dois experimentos de longa
duracédo. Foram coletadas amostras de solo na profundidade de 0-10 cm em um
Latossolo Vermelho-Amarelo cultivado com milho e soja, sob PD e PC, e em um
Latossolo Vermelho cultivado com milho e soja, sob PD e PC e adubado com duas
fontes de fésforo, superfosfato triplo e fosfato natural reativo. Areas de cerrado
nativo, adjacentes aos experimentos, foram utilizadas como referéncia das
condicdes originais dos solos. Solos sob PD apresentaram maiores teores de MO, P,
Ca e Mg que aqueles sob PC, resultando, também, em maiores valor S e valor V nas
areas sob PD. Foram observados maiores valores de densidade nos solos
cultivados com PC. Areas sob vegetacdo natural apresentaram os maiores e
menores resultados, para biomassa microbiana e nimero de bactérias cultivaveis,
respectivamente. Entre as areas cultivadas, em geral, solos sob PD apresentaram
maior biomassa e atividade das enzimas [-glicosidase, fosfatase &cida e
arilsulfatase que aqueles sob PC. A analise de componentes principais agrupou e
diferenciou os solos de acordo com o manejo utilizado e a atividade enzimatica,
principalmente da arilsulfatase, demonstrou ser um indicador sensivel as praticas

agricolas.

Termos de indexacao: Manejo do solo, quimica do solo, fisica do solo, biologia do
solo, analise de componentes principais
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ABSTRACT

The population growth and demand for food and raw materials from agricultural origin
has pressured the environment and soil management represents a key role for
sustainable development. Among the conservation strategies the use of no-tillage
(NT) has been emphasized as a practice that aims to protect the soil surface and
reduce the impacts generated by plowing. This study aimed to evaluate the effect of
NT and conventional tillage (CT) on chemical, physical and biological characteristics
in two long-term experiments. Samples were collected at a depth of 0-10 cm in a
clayey Typic Haplustox planted with corn and soybean under conventional till (CT)
and NT systems and in an Oxisoil planted with corn and soybean under NT and CT
fertilized with two phosphate sources, triple superphosphate and reactive phosphate
rock. Areas of native vegetation, adjacent to the experiments, were used as
reference to the original conditions of the soil. NT soils had higher content of MO, P,
Ca and Mg than those under CT, resulting also in higher S-value and V-value in the
areas under NT. Higher density Were observed in soils under CT. Natural vegetation
soils had the highest and lowest results for microbial biomass and numbers of
culturable bacteria, respectively. Among the cultivated areas, in general, NT soils had
higher biomass and activity of the enzymes B-glucosidase, acid phosphatase and
arylsulfatase than those under CT. The principal component analysis grouped and
differentiated the soils according to management procedures. Enzymatic activity,
especially arylsulfatase proved to be a sensitive indicator of soil alterations promoted

by agricultural practices.

Index terms: Soil management, soil chemistry, soil physics, soil biology, principal

component analysis
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1. INTRODUCAO

As atividades agricolas podem afetar as propriedades quimicas, fisicas e
biolégicas do solo e do ambiente (Souza et al., 2005), e 0 manejo inadequado pode
levar a degradacado e queda na produtividade (Bronick e Lal, 2005). Os diferentes
manejos do solo e das culturas afetam o equilibrio existente entre o solo e os
organismos que nele habitam, e o PD tem-se mostrado uma das melhores
alternativas conservacionistas para os solos brasileiros (Pereira et al., 2007).

As caracteristicas do manejo do solo e das culturas no PD provocam
diferentes alteracbes no perfil do solo com relagdo ao cultivo convencional
(Anghinoni, 2007). De maneira geral, os principais efeitos do PD sobre as
propriedades quimicas sdo o acumulo de bases (Ca, Mg e K) na superficie do solo
(Sa, 1999; Nunes et al., 2008), acumulo de matéria organica (Sa, 2001; Calegari,
2006) e aumento da CTC (Burle et al., 1997). Ja sobre os atributos fisicos, Spera et
al. (2004) afirmam que, na medida em que se intensifica o0 uso agricola, as
propriedades fisicas do solo sofrem alteracbes geralmente desfavoraveis ao
crescimento vegetal e essas alteragcdées sdo ainda mais nitidas quando os sistemas
de uso do solo sdo comparados com a vegetagao natural de cerrado.

Dentre as variaveis utilizadas para se caracterizar o componente biolégico
dos solos, destacam-se as medidas de biomassa e atividade microbiana (Silva,
2008), além disso, a quantificacdo de microrganismos do solo também oferece
informacgdes importantes, ja que, de acordo com Pereira et al. (2000), as avaliacoes
qualitativas e quantitativas das populacbes na comunidade microbiana séao
relevantes, tanto na caracterizacdo das relacbes entre os diferentes grupos e
espécies de microrganismos como na identificagdo de fatores ambientais que
exercem influéncia no equilibrio microbiolégico dos solos.

Varios estudos realizados no Brasil constataram que, em geral, a biomassa
microbiana & maior em solos sob PD do que sob PC (Carvalho, 1997; Balota et al.,
2004; Mendes et al., 2003; Franchini et al., 2007).

A atividade dos microrganismos afeta diretamente os atributos quimicos e
fisicos do solo, contribuindo, ativamente, para sustentabilidade dos sistemas
agricolas (Pereira et al., 2007). Silva (2008) cita a atividade das enzimas -

glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida como importantes atributos na avaliacdo
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da atividade dos microrganismos, relatando que estas enzimas foram eficientes em
identificar as alteracdes decorridas do manejo do solo.

Além de se avaliar os atributos quimicos, fisicos e biolégicos do solo, é
importante estudar as diferencas e estabelecer as relagcdes entre os tratamentos e
caracteristicas avaliadas, sendo a andlise multivariada uma ferramenta interessante
para se trabalhar com as informagdes obtidas (Cruz-Castilho et al., 1994), tornando-
se uma técnica cada vez mais popular para analisar conjuntos complexos de dados
(Tabachnick e Fidell, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do plantio direto e o preparo
convencional sobre propriedades quimicas, fisicas e biolégicas em dois
experimentos de longa duracdo sob um Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e um
Latossolo Vermelho (LV) de Cerrado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descricao das areas de estudo

Foram realizadas avaliacbes em dois experimentos conduzidos na area
experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina - DF, com delineamentos estatisticos
pré-estabelecidos e com histdrico bem conhecido. Esses estudos visam comparar
PD e PC e se diferenciam no tempo em que estdo sob cultivo em rotacao milho/soja.
A altitude do local é de aproximadamente 1170 metros, o clima da regiao € do tipo
tropical estacional (Aw) conforme classificacao de Kéeppen, com precipitagdo média
de 1500 mm concentrada no periodo que ocorre de outubro a margo, sendo o
periodo seco, definido em termos de déficit hidrico, com duracao de 5 a 6 meses.

No experimento 1 (Figura 1), sob Latossolo Vermelho Amarelo argiloso, os
sistemas de plantio PC e PD tiveram inicio em 1992 (experimento em faixas). Antes
de 1992, a area foi utilizada para producao de culturas anuais (principalmente soja)
durante 15 anos, sob sistema de manejo de solo convencional. Esse experimento
consiste em 4 faixas, sendo duas sob PD (320 m de comprimento por 50 m de
largura) e duas sob PC (320 m de comprimento por 25 m de largura). Para as
amostragens feitas nesse estudo, as areas sob PD e PC foram subdivididas em 3
parcelas de 11m x 50m e 11m x 25m respectivamente. Para cada sistema de
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manejo, uma das faixas consta da rotagdo milho/soja e a outra, soja/milho. As faixas
de PD receberam como cultura de cobertura o milheto, que foi plantado na safrinha
(final da estagao chuvosa) até o ano de 2004, em sucessao a cultura principal. As
faixas sob PC foram mantidas em pousio até o preparo do solo para a safra
seguinte, sendo realizada uma aracao e duas gradagens.

O segundo experimento (Figura 2), sob Latossolo Vermelho muito argiloso,
teve os sistemas de PC e PD iniciados em 1994, sendo composto por parcelas de
32m? de 4rea cultivada (8m x 4m), distribuidas em um delineamento experimental
em blocos ao acaso com parcelas subdivididas com trés repeticdes. A partir da safra
de 2003/2004, os dois tipos de manejo tém recebido o milheto como planta de
cobertura durante o inverno, sendo mantida a rotacdo milho/soja no verao. Foi feita
irrigacdo de manutencao no inverno, e durante a estagcédo chuvosa foi feita irrigagéo
complementar, no caso de veranicos prolongados. Além dos sistemas de plantio,
também foram avaliados os efeitos da aplicacdo de duas fontes de fésforo,
superfosfato triplo (ST) e fosfato natural reativo de Gafsa (FNR), aplicadas no sulco
na dose de 80 kg P,Os ha™ ano™.

Nos dois experimentos, calcério, gesso, potassio, enxofre, nitrogénio e
micronutrientes, foram aplicados segundo recomendacdes de Sousa e Lobato
(2004).

Areas adjacentes sob vegetacdo nativa de Cerrado foram utilizadas como
referéncia para fornecer informagdes sobre as condi¢cdes originais do solo em cada

area.
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Figura 1: Imagem do experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo, obtida com
auxilio do software Google Earth. As areas delimitadas correspondem as parcelas
sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) e suas respectivas parcelas: I, Il

e lll.
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Figura 2: Imagem do experimento sob Latossolo Vermelho, obtida com auxilio do
software Google Earth. CN = areas de onde foram coletadas as amostras referentes
ao Cerrado nativo; FNR PD = fosfato natural reativo PD; ST PD = superfosfato triplo
PD; FNR PC = fosfato natural reativo PC; ST PC = superfosfato triplo PC.

2.2. Coleta das amostras

As coletas das amostras de solo foram realizadas no periodo chuvoso,
durante a fase de floragdo das culturas (soja e/ou milho), na profundidade de 0-10
cm, com a utilizagdo de um trado holandés. Foram, também, retiradas amostras
indeformadas pelo método do anel volumétrico (Kopecky), com auxilio do
amostrador tipo Uhland, para a determinagcédo da densidade do solo e porosidade. A
escolha da profundidade 0 a 10 cm deve-se ao fato de que em estudos anteriores
(Mendes, 2002) foi verificado que as diferengas, nos atributos biol6gicos, entre
sistemas de manejo e entre fitofisionomias nativas sdo mais acentuadas nas

camadas superficiais do solo, praticamente desaparecendo abaixo dos 10 cm.
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No experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo, foram coletadas 15 sub-
amostras, formadas por 5 sub-sub-amostras retiradas de 3 pontos dentro de cada
parcela. O esquema utilizado foi proposto por Nicolodi et al. (2002) onde a
amostragem é realizada perpendicularmente a linha de plantio sendo realizados
cinco furos (um no centro da linha de plantio, mais dois de cada lado). As coletas
foram feitas durante o més de fevereiro nos anos 2008 e 2009.

No experimento sob Latossolo Vermelho, as coletas foram feitas em fevereiro
de 2009 (milho) e 2010 (soja). Em cada parcela foram coletadas amostras
compostas por 6 sub-amostras, formadas, cada uma, por 5 sub-sub-amostras (na
cultura da soja) ou 7 sub-sub-amotras (na cultura do milho), sendo um dos pontos na
linha de plantio e os demais nas entrelinhas, também seguindo o esquema proposto
por Nicolodi et al. (2002) adaptado.

As amostragens na area sob cerrado nativo foram feitas por meio de
transectos, dividindo-se a area em trés talhdes, sendo que em cada talhdo foram
retiradas amostras compostas de 20 sub-amostras, conduzidas aleatoriamente.

As amostras compostas de cada area foram homogeneizadas e colocadas em
sacos plasticos para serem transportadas ao laboratério, onde foram passadas por
uma peneira de malha 4 mm e retirada de residuos de plantas e raizes. Apos esta
operacao parte das amostras seguiu para os laboratérios de quimica e fisica do solo
da Embrapa Cerrados, enquanto o restante foi armazenado a uma temperatura de 7°
C a 10¢ C, até o momento da realizagcdo dos ensaios no laboratério de microbiologia
do solo. Para o isolamento e contagem de bactérias as amostras permaneceram
refrigeradas por, no maximo, 24 horas e para as analises da biomassa e atividade
enzimatica, o periodo de armazenagem foi de até 72 horas.

2.3. Analises quimicas

As amostras foram passadas por peneira de 2mm, secas ao ar e submetidas
a analises de pH em agua, acidez potencial (H + Al), matéria organica e teores de
Ca, Mg, Al, P e K. A acidez potencial foi extraida com solugédo de acetato de calcio 1
mol L, pH 7,0 e determinada por titulacdo com hidréxido de sédio 1 mol L. Os
teores de matéria organica foram determinados utilizando-se o0 método de Walkley e
Black modificado (Jackson, 1982). Ca, Mg e Al foram extraidos com KCI 1 mol L™ e
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determinados por absor¢ao atémica (Ca e Mg) e titulacdo com NaOH 0,025 mol L
(Al); P e K foram extraidos com solugdo Mehlich 1 (H.SO4 0,0125 mol L™ + HCI 0,05
mol L) e determinados através de espectrofotometria de ionizacdo de chama (K) e
espectrofotometria de absorcdo atdbmica (P) conforme descrito em EMBRAPA,
(1997). No experimento contendo diferentes fontes de fésforo, utilizou-se, também, o
método Bray 1 (Bray e Kurtz, 1945), onde a quantidade de P é obtida a partir de uma
solucdo extratora de HCI 0,025 mol L™ + NH4F 0,03 mol L™,

2.4. Analises fisicas

Utilizando-se o método da centrifuga (Freitas Jr. e Silva, 1984), obteve-se a
curva caracteristica de retencdo de agua, a partir da qual foi possivel calcular a
densidade, a porosidade total e a microporosidade. A porosidade total foi
determinada a partir dos valores obtidos da curva quando o solo estava saturado (0
kPa), e a microporosidade a 6 KPa. Estes valores foram transformados para a base
volumétrica, multiplicando-se o valor encontrado na curva pela densidade do solo e
dividindo-se este valor por 100, o resultado foi expresso em m® m?® A
macroporosidade foi obtida pela diferenca entre a porosidade total e a
microporosidade. Por serem atributos mais resistentes as modificagdes em curtos
periodos de tempo, as analises fisicas foram feitas em apenas um dos anos em
cada area, sendo que na area sob Latossolo Vermelho Amarelo as amostras foram

coletadas em 2008 e na area sob Latossolo Vermelho em 2009.

2.5. Analises bioldgicas

2.5.1. Estimativa da biomassa microbiana do solo

Para a estimativa da biomassa microbiana do solo foi utilizado o método
cloroférmio-fumigacao-extracao (CFE), proposto por Vance et al. (1987). Para cada
amostra foram realizadas trés repeticdes analiticas. Apds a coleta no campo, o teor
de umidade das amostras contendo 20 g de solo foi elevado a 70% da capacidade
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de campo, quando necessario, € estas foram pré-incubadas, no escuro e a
temperatura ambiente, por um periodo de sete dias. Em seguida, metade das
amostras foi fumigada por 48 h em um dessecador, contendo uma placa de Petri
com 25 ml de cloroférmio livre de alcool. Durante este periodo, as amostras nao-
fumigadas foram mantidas a temperatura ambiente. A biomassa microbiana foi
extraida pela adicao de 50 ml de uma solugcédo de sulfato de potassio (K2SO4 - 0,5
mol L") as amostras de solo, que foram em seguida, submetidas & agitacdo
horizontal (150 rpm) por 40 min. Depois disso, foram filtradas em papel filtro
Whatman n.?2, separando-se, em seguida, uma aliquota de 8 ml aos quais foram
adicionados 2 ml de dicromato de potassio (K2Cr.O7 0,4 mol L") e 15 ml de uma
mistura de H>SO4 (99%) e H3PO,4 (85%) na proporcao de 2:1 em Erlenmeyers de
250 ml. As amostras foram acopladas a condensadores, fervidas sob refluxo por 30
minutos, resfriadas e diluidas com 20 ml de agua destilada adicionada pelo
condensador. O dicromato residual foi determinado pela titulagdo com uma solucéao
de sulfato ferroso amoniacal [(NH4)2Fe(SO4).6H-0O] em éacido sulfurico concentrado,
na presenca de um indicador composto por fenantrolina (0,075 mol L) e sulfato
ferroso (0,041 mol L™"). A quantidade de biomassa microbiana foi determinada pela
diferenca entre o carbono organico extraido das amostras de solo fumigadas e néo
fumigadas, usando um fator de correcdo (Kec) igual a 0,35, e expressa em mg C kg™
solo (Silva et al., 2009).

2.5.2. Isolamento e contagem de bactérias

Das amostras coletadas no campo, 5 g de solo foram colocadas em
suspensao com 45 mL de uma solucao salina (NaCl 0,85%) estéril. Apds 45 min sob
agitacdo a 200 rpm foram feitas diluicdes seriadas na base 10, até 107°, para
plagueamento nos meios TSA 1/10 (Trypticase Soy Agar, 1/10) e King’s B. Estes
meios foram utilizados por serem nao seletivos, visando propiciar condicbes de
crescimento para uma maior diversidade de bactérias. A contagem e isolamento
foram feitos apds incubacédo a 29°C por 48 h — 72 h de acordo com Gomes et al.
(2001). Para o isolamento foram selecionadas as colénias com morfologia
predominante presentes nas diluicbes mais altas.
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2.5.3. Atividade enzimatica do solo

Foram determinadas as atividades das enzimas B-glicosidase, fosfatase acida
e arilsulfatase, utilizando-se os métodos descritos por Tabatabai (1994). Esta
metodologia tem por base a incubacdo das amostras de solo com uma solugéo
tamponada de substratos especificos para cada enzima, promovendo a liberacao do
p-nitrofenol, que €& determinado colorimetricamente. Para cada amostra foram
realizadas duas repeticoes analiticas mais um controle (branco). Para a
determinacao da quantidade de p-nitrofenol liberada por cada amostra foi utilizada,
como base, uma curva padrdao preparada com concentracbes conhecidas de p-
nitrofenol (0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol mL™). A atividade enzimatica do
solo é expressa em microgramas de p-nitrofenol liberado por hora por grama de solo

seco (pug p-nitrofenol h™ g™ solo).

2.5.3.1. B-glicosidase

O substrato utilizado para analise da atividade desta enzima foi o p-nitrofenil-
B-D-glucopiranosideo (PNG 0,05 mol L™"). Amostras de solo de 1 g foram colocadas
em Erlenmeyers de 50 mL, em seguida, foram adicionados 4 mL de solucado MUB
pH 6,0 a todas as amostras e 1,0 mL de PNG 0,05 mol L™, exceto aos controles. Os
Erlenmeyers foram fechados com rolhas de borracha e incubados, por uma hora a
37°C. Apos esse periodo foram adicionados 1 mL de cloreto de célcio (CaCl, 0,5 mol
L") e 4 mL de solugdo THAM (0,1 mol L") pH 12,0 a todos os frascos e 1 mL de
PNG somente aos controles. Em seguida os frascos foram agitados manualmente e
seu conteudo foi filtrado com papel filtro Whatman n.?2. A intensidade da coloracéo
amarela resultante do filtrado foi determinada com a utilizagdo de um

espectrofotdmetro e leitura de absorbancia no comprimento de onda de 420 nm.

2.5.3.2. Fosfatase acida

O substrato utilizado na reacdo desta enzima foi o p-nitrofenil fosfato (PNF
0,05 mol L"). Para a determinacdo da atividade da enzima fosfatase &cida, o
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processo é semelhante ao da B-glicosidase. Foram adicionados 4 mL de uma
solucdo MUB pH 6,5 a amostras de 1 g de solo e 1 mL de PNF 0,05 mol L, exceto
para os controles. Os Erlenmeyers foram fechados e ap6és 1 hora de incubacgéo a
37°C foram adicionados 1 mL de CaCl, 0,5 mol L™ e 4 mL de solugdo NaOH 0,5 mol
L' a todos os frascos e 1 mL de PNF, somente aos controles. Em seguida os
frascos foram agitados manualmente e, ap6s a filtragem, a intensidade da coloracéo
amarela foi determinada com a utilizagdo de um espectrofotbmetro e leitura de
absorbancia no comprimento de onda de 410 nm.

2.5.3.3. Arilsulfatase

O substrato utilizado na reacdo desta enzima foi o p-nitrofenil sulfato (PNS
0,05 mol L"). Para a determinacdo da atividade da enzima arilsulfatase foram
adicionados 4mL de tamp&o acetato (0,5 mol L") pH 5,8 a amostras de 1 g de solo e
1 mL de PNS 0,05 mol L™, exceto para os controles. Apés 1 h de incubagédo a 37°C
foram adicionados 1 mL de CaCl» 0,5 mol L' e 4 mL de solugdo NaOH 0,5 mol L
a todos os frascos e 1 mL de PNS, somente aos controles. Como na andlise da
atividade da enzima fosfatase, apds a filtragem, a intensidade da coloracao amarela
foi determinada com a utilizacido de um espectrofotébmetro e leitura de absorbancia
no comprimento de onda de 410 nm.

2.6. Tratamento dos dados e analises estatisticas

Para as avaliagdes estatisticas dos resultados das analises quimicas, fisicas
e bioldgicas, foi utilizado o seguinte modelo:
Yijk = u + Bj + Si + Erro ij + Fk + (SD)ik + Erro ijk,
onde: y = média geral dos dados; B = bloco/repeticao (j = 1,2,3); S = Sistema de
manejo (i = 1,2); F = Fonte de fésforo/Cultura (k = 1,2); Erro = erro experimental.

A analise de variancia foi feita considerando o modelo misto de maxima
verossimilhanca restrita via PROC MIXED do SAS 9.1 e quando esta apontou
significancia o teste de hipétese de Student (t) (p < 0,05) foi utilizado para distincao

das médias. Como o delineamento experimental ndo inclui as areas de referéncia
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(cerrado nativo), estas nao foram comparadas com as parcelas experimentais por
meio de contrastes. A auséncia de sobreposicado entre os valores de desvio padrao
da referéncia e os resultados dos tratamentos foi utilizado como uma evidéncia da
diferengas entre estas areas.

Com o auxilio do programa PC-ORD 5.0 (MjM Software, Oregon-USA) os
dados de todos atributos quimicos, fisicos e biolégicos avaliados foram submetidos a
analise multivariada do tipo analise dos componentes principais (PCA) para se
avaliar a distribuicdo das areas estudadas. Utilizou-se uma matriz de correlacao
onde todas as variaveis incluidas na analise possuem pesos iguais,
independentemente das unidades de medidas empregadas ou da ordem de

grandeza de seus valores.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atributos quimicos

As diferencas entre as propriedades quimicas dos solos da area sob cerrado
nativo e as areas cultivadas no Latossolo Vermelho-Amarelo ja eram esperadas,
sabendo-se que as areas cultivadas foram corrigidas e adubadas para adequa-las
ao sistema de producdo de gréos. Os solos nativos do Cerrado, em geral,
apresentam baixo valor de pH, valores elevados de acidez potencial (H+Al) e
concentragdo de aluminio e deficiéncia generalizada de nutrientes, principalmente
de P, Ca e Mg (Sousa et al., 2007), resultados geralmente observados neste estudo
nos dois anos avaliados (Tabelas 1 e 2). Além disso, o cerrado nativo apresentou os
menores niveis de K e os maiores teores de matéria organica. Matsuoka et al.
(2003) e Mendes et al. (2003) também encontraram maiores valores de MO e
menores niveis de K em solos sob cerrado nativo que aqueles encontrados em solos
cultivados.

Por ser o resultado da soma das bases (Ca, Mg e K), o valor S do solo sob
cerrado nativo foi menor do que aqueles encontrados nas areas cultivadas, ja o valor
T, que leva em consideracdo, além das bases citadas, a soma de H+Al,

caracteristicamente maiores nos solos de Cerrado, levou a area nativa a apresentar
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resultado mais préximo ao das areas cultivadas, sendo, inclusive, maior na area
natural que nas areas semeadas com milho e soja sob PC (Tabelas 1 e 2). O valor V
expressa a razao entre o valor S e o valor T, sendo apresentado em porcentagem.
Como as areas sob cerrado nativo apresentaram valores muito pequenos de valor S,
tais areas também apresentaram os menores valores do valor V.

Entre as é&reas cultivadas, de maneira geral, foram observadas apenas
diferencas pontuais de pH entre os tratamentos, sendo que, em 2008, a éarea
cultivada com soja sob PD foi a que apresentou maior valor para esse atributo, néo
sendo observada diferenca significativa entre as demais areas. Ja em 2009, o menor
pH foi encontrado na area cultivada com milho sob PC, sendo os demais
tratamentos estatisticamente semelhantes. Os teores de Al apresentaram algumas
variacdes de acordo com os tratamentos utilizados. Em 2008, a area cultivada com
soja sob PD apresentou maior concentracao de Al que os demais tratamentos, que
nao foram estatisticamente diferentes (Tabelas 1 e 3). Por outro lado, em 2009,
observou-se um efeito causado pelo sistema, sendo que os solos manejados com
PC apresentaram maiores concentracoes de Al que aqueles sob PD (Tabelas 2 e 4).
Pereira et al. (2007), em um Latossolo Vermelho de Londrina, no Parana, na
profundidade de 0 — 10 cm encontraram valores de pH e Al similares entre areas
cultivadas sob PD e PC.

Em 2008, os niveis de H+Al foram maiores nos solos cultivados com milho,
nao havendo diferengas entre os tipos de manejo, independente da cultura (Tabelas
1 e 3). No ano seguinte, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos (Tabelas 2 e 4).. Peixoto et al. (2010), também em solos de Cerrado,
nao encontraram diferencas significativas, em relacdo ao H+Al, entre as areas
cultivadas sob PC e PD.

Nos dois anos avaliados, os solos manejados com PD apresentaram maiores
valores de matéria organica (MO) que aqueles sob PC (Tabelas 1, 2, 3 e 4). Em
2008, observou-se que as areas cultivadas com milho sob PD tiveram teor de MO
superior aqueles cultivados com soja, sob 0 mesmo manejo, ndo sendo observada
diferenga significativa entre os solos cultivados sob PC, j& em 2009 n&do foram
observadas diferencas entre os cultivos. Mendes et al. (2003), Costa et al. (2006) e
Silva (2008), todos em Latossolos do Cerrado, também encontraram maiores teores
de MO em areas sob PD que aquelas sob PC. Tal resultado deve-se a manutencao

de restos culturais sobre a superficie do terreno no PD, ja que, sob PC, o
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revolvimento continuo do solo favorece a decomposicao do material organico e a
distribuicdo da MO na camada de 0 — 20 cm, além do pequeno aporte de residuos
vegetais durante a condugcdao da cultura, conforme observado por Seguy et al.
(1984). Bayer (1996) verificou uma diminui¢cdo de 14% na taxa de decomposicao da
matéria organica em solo sob PD em comparacao ao PC.

Apesar de sua pequena propor¢cdo em relagdo a massa total de solos
minerais tropicais, a MO do solo desempenha grande influéncia sobre varias
propriedades edaficas. Dessa forma, muitas das variagdes das propriedades de um
determinado solo sao influenciadas, ndo somente pelo efeito direto da quantidade e
qualidade da MO, mas também pelo produto das interagdes entre os diversos
componentes do sistema. Ha muito tempo se reconhece a importancia da MO para o
valor T (CTC) dos solos, podendo contribuir com cerca de 20 — 90% nas camadas
superficiais de solos minerais (Silva e Mendonga, 2007). Tal fato pode ser o motivo
para as diferencas encontradas neste trabalho entre os solos cultivados com PD e
PC, ja que as areas sob PD apresentaram maiores teores de Ca e Mg, resultando
em maiores valores de S (soma de bases) e V (saturacdo por bases), que os
encontrados nas areas de PC. Resultados semelhantes foram observados por
Pereira et al. (2007).

Nos dois anos avaliados, as areas sob PD apresentaram maior concentracao
de P que as areas sob PC (Tabelas 1 e 2). Resultados semelhantes foram obtidos
por Pereira et al. (2007). De acordo com Falleiro et al. (2003), o P é um elemento
pouco mével no solo, permanecendo no local onde foi depositado. A auséncia de
revolvimento e a manutencdo dos residuos culturais na superficie do solo
contribuem para o aumento dos teores do elemento no PD, principalmente na
superficie. A auséncia do revolvimento diminui a superficie de contato P-argilas, o
que reduz a adsorcao do P pelos 6xidos de Fe e Al do solo e, conseqlentemente, a
sua imobilizacdo (Addiscott e Thomas 2000).

Observa-se que os solos cultivados com soja, em 2008, apresentaram teores
de K superiores aqueles cultivados com milho. Ja em 2009, apenas a area cultivada
com soja sob PD apresentou valor superior aos demais tratamentos, que néo foram
estatisticamente diferentes (Tabelas 1, 2, 3 e 4), entretanto tais diferencas séo
despreziveis em termos praticos. Klepker e Anghinoni (1995) apud Falleiro et al.
(2003), ndo obtiveram efeitos dos sistemas de preparo do solo sobre os teores do

elemento.
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Tabela 1: Propriedades quimicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho Amarelo sob vegetacao nativa (cerrado) e
cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de 2008.

pH Al P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT ValorV

cmol, dm™® mg dm™ cmole dm™® % cmoldm®  cmol.dm®  cmol.dm®  cmol.dm®  cmol, dm™ %
MilhoPD 5,70b 0,04b 16,27 4,76 a 3,01 a 2,49b 0,79 b 0,15 3,44 b 8,19 41,94 bc
MilhoPC 5,75b 0,05b 14,55 4,40 a 2,47 c 2,02c 0,48 c 0,16 2,66 Cc 7,06 37,66 c
SojaPD 6,27a 0,07a 18,16 3,10 b 2,86 b 3,29 a 1,40 a 0,20 4,88 a 7,98 61,23 a

SojaPC 595b 0,04b 9,67 3,60 b 2,55¢c 1,92c 0,58 bc 0,20 2,76 c 6,36 43,38 b

Média de sistemas

PD 5,98 0,05 17,21 a 3,93 2,93 2,89 1,09 0,17 4,16 8,08 a 51,58

PC 5,85 0,04 12,11 b 4,00 2,51 1,97 0,53 0,18 2,71 7,52 b 40,52
Média de culturas

Milho 5,72 0,04 15,41 4,08 2,74 2,25 0,63 0,15b 3,05 7,62 39,8

Soja 6,11 0,04 13,91 3,35 2,70 2,10 0,99 0,20 a 3,77 7,17 52,30

Cerrado 4,99 1,00 1,14 6,99 3,27 0,09 0,09 0,09 0,26 7,25 3,55

+0,07 +0,04 + 0,08 + 0,09 +0,19 + 0,01 + 0,01 + 0,01 + 0,03 + 0,09 +0,45
Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, nao diferiram entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valor S = Ca + Mg + K;

valor T = Ca + Mg + H + Al; valor V = (valor S / valor T) x 100. Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de £ o
desvio padréao.
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Tabela 2: Propriedades quimicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho Amarelo sob vegetacao nativa (cerrado) e
cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de 2009.

pH Al P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT ValorV
cmole dm™® mg dm™ cmole dm™® % cmoldm®  cmol.dm®  cmol.dm®  cmol.dm®  cmol; dm™ %
SojaPD 5,96a 0,03 10,71 4,11 3,23 291a 0,94 b 0,20 a 4,05b 8,16 49,61 b
SojaPC 585a 0,04 8,16 3,57 2,61 1,98 b 0,42c 0,16 b 2,57c 6,44 40,05c¢c
MilhoPD 6,10 a 0,02 9,98 3,30 3,16 3,03a 1,30 a 0,17b 4,50 a 7,80 57,75 a
Milho PC 5,73 b 0,05 5,93 3,42 2,59 1,69 C 0,47 c 0,17b 2,33c¢c 5,74 37,10 c
Média de sistemas
PD 6,03 0,02b 10,34 a 3,70 3,19a 2,97 1,12 0,18 4,27 7,98 53,68
PC 5,79 0,04 a 7,04 b 3,49 2,60 b 1,83 0,44 0,16 2,45 6,09 38,57
Média de Culturas
Milho 5,91 0,03 7,95 3,36 2,87 2,36 0,88 0,17 3,41 6,77 47,42
Soja 5,90 0,03 9,43 3,84 2,92 2,44 0,68 0,18 3,31 7,30 44,83
4,89 0,89 0,38 4,45 3,37 0,12 0,09 0,07 0,28 4,74 5,12

Cerrado o3 4003 +0,16 +190 +029 +001 +002 +001 +002 +189 +165

Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valor S = Ca + Mg + K;
valor T = Ca + Mg + H + Al; valor V = (valor S / valor T) x 100. Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de * o
desvio padrao.
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Tabela 3: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos quimicos determinados na profundidade 0 a 10 cm

de um Latossolo Vermelho Amarelo cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de

2008.

Fonte de Variacao GL pH Al P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT ValorV
Sistemas 1 2,72ns 2,94 ns 10,15 ** 0,08 ns 102,27** 57,21** 70,38" 1,42ns 58,10 ** 35,07 ** 34,84 **
Cultura 1 47,34** 4,81 ns 2,34 ns 111,15 0,88 ns 8,08 * 27,64 6,30 * 16,65 ** 3,80 ns 84,48 **
Sist X Cultura 1 11,01 * 7,18 * 0,45 ns 13,48 * 10,45~ 13,57** 13,90 1,06 ns 12,35 ** 1,07 ns 24,82 **

ns= ndo significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

Tabela 4: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos quimicos determinados na profundidade 0 a 10 cm

de um Latossolo Vermelho Amarelo cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de

20009.

Fonte de Variacao GL pH Al P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT  ValorV
Sistemas 1 558ns 18,00** 16,92 ** 0,38ns 13,38* 755,80 ** 395,29 * 28,80** 631,05** 1469ns 3563*
Cultura 1 0,67 ns 0,00 ns 3,42 ns 2,17 ns 0,11 ns 4,60 ns 36,87 ** 7,20 * 2,22 ns 0,72 ns 4,60 ns
Sist X Cultura 1 10,15* 6,00ns 0,88 ns 6,16 ns 0,04 ns 25,61 * 20,30 ** 20,00** 22,47 ** 0,51 ns 20,93*

ns= n&do significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

41



Como ja esperado, assim como no experimento sob Latossolo Vermelho
Amarelo, as diferencas entre as propriedades quimicas dos solos foram maiores
entre as areas sob cerrado nativo e as areas cultivadas no Latossolo Vermelho
(Tabelas 5 e 6). Novamente o0 solo sob vegetagdo nativa apresentou menores
resultados de pH, Ca, Mg, P, valor S, valor T e valor V e maiores teores de Al e H+Al
que as areas cultivadas, resultados decorrentes do manejo do solo, como a
aplicacdo de calcario e fertilizantes. Resultados semelhantes foram descritos por
Carneiro et al. (2009), em um Latossolo Vermelho distroférrico localizado no
municipio de Costa Rica (MS).

Em 2009, o solo sob vegetacao nativa apresentou teores de matéria organica
inferiores aos encontrados nas areas cultivadas com PD, e similares aos
encontrados nos solos manejados com PC. J4 em 2010, a MO do solo sob cerrado
nativo foi superior @ encontrada nos solos sob PC e similar & observada nas areas
sob PD. A utilizagdo de plantas de cobertura neste experimento pode ser um dos
motivos para estes resultados, ja que, de acordo com Correia e Durigan (2008), o
cultivo de plantas de cobertura possibilita um aumento do teor da matéria organica.

Entre as areas cultivadas, nota-se que em 2009 (Tabelas 5 e 7) as areas
adubadas com ST apresentaram valores de pH inferiores aos encontrados nos solos
que receberam FNR, independente do manejo utilizado. Em 2010 (Tabelas 6 e 8)
este resultado se repetiu apenas nas areas sob PD, sendo que nas areas
manejadas com PC nao foram observadas diferengas significativas entre o pH dos
solos adubados com ST e FNR. Moreira et al. (2002), avaliando a eficiéncia
agrondmica de fontes e doses de P, também observaram uma diminuigcao
significativa do pH em solos adubados com ST, devido, provavelmente, a
acidificacao do solo causada pela hidrélise do ST, dando origem a formacao do
acido fosférico.

Nao foram observadas diferencas significativas na concentracdo de Al entre
as areas cultivadas, seja sob PD ou PC, adubado com ST ou FNR. Nos dois anos
avaliados, observa-se que as areas adubadas com ST apresentaram acidez
potencial (H+Al) superior as encontradas nas areas que receberam FNR, porém,
apenas em 2009 esta diferenca foi significativa. Como os solos adubados com ST
apresentaram, também, um menor valor de pH, este pode ser um dos motivos para
que a acidez potencial tenha sido mais elevada nestas areas, ja que, de acordo com
Nicolodi et al (2008), com a diminuicdo do pH, ocorre um aumento proporcional, mas
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nao linear, de H+Al. Entre as praticas de manejo utilizadas foram observadas
apenas pequenas variacées. Hungria et al. (2009) também encontraram poucas
diferencas entre a acidez potencial de solos sob PD e PC, sendo que aqueles sob
PC apresentaram teores de H+Al levemente superiores, mas nao significativamente
diferentes das encontradas sob PD.

Assim como no experimento anterior, tanto em 2009 quanto em 2010, os
teores de MO das areas sob PD foram superiores aos encontrados nos solos sob
PC, além disso, ndo foram observadas diferengas significativas entre as fontes de
fésforo, ST e FNR. Souza e Alves (2003), avaliando as modificacées dos atributos
de um Latossolo Vermelho distréfico de Cerrado sob diferentes usos e manejos,
também encontraram maior MO nos solos conduzidos sob PD que aqueles sob PC.
No trabalho de Bayer et al. (2000), os autores observaram que a reducédo do
revolvimento do solo resultou numa expressiva diminuicdo das taxas de perda de
matéria organica, e de acordo com Reicosky e Lindstrom (1993), a diminuicdo do
fracionamento e incorporacao dos residuos vegetais, a menor disponibilidade de
oxigénio, as menores temperaturas e a maior protecao fisica da matéria organica
intra-agregados sao fatores importantes que contribuem para as menores taxas de
decomposicao da MO nos sistemas com menor revolvimento.

Nos dois anos avaliados, os solos sob PD apresentaram maiores teores de
Ca que aqueles sob PC, adubados com a mesma fonte de fésforo. Os niveis de Ca
dos solos adubados com FNR foram superiores aos encontrados nos solos que
receberam ST, isto pode ser explicado pelo fato de o fosfato natural reativo
apresentar de 30 a 34% de calcio, enquanto o ST tem apenas de 12 a 14%
(CFSEMG, 1999). Quanto aos teores de Mg, apenas no ano de 2009 foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos, sendo que os solos
manejados com PD apresentaram maiores quantidades de Mg que aqueles sob PC.
No que diz respeito as fontes de P, apenas sob PC, em 2009, a diferenca entre FNR
e ST foi estatisticamente significativa. Falleiro et al. (2003), verificando as alteracdes
provocadas pelos sistemas de preparo sobre algumas propriedades fisicas e
quimicas do solo, encontraram maiores valores de Ca e Mg nos solos sob PD, na
camada de 0 — 5 cm, atribuindo este resultado ao n&o revolvimento do solo e a

reciclagem dos nutrientes pelas plantas.
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De maneira geral, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos quanto aos niveis de K. Peixoto et al. (2010) ndo observaram diferencas
significativas nos valores de K dos solos sob PD e PC.

Com apenas uma excecdo em 2010, os solos manejados com PD
apresentaram maior valor S, valor T e valor V que as areas cultivadas com PC, sob
o mesmo tipo de adubo utilizado. Resultados semelhantes foram observados por
Silva (2008). Quanto ao tipo de adubo fosfatado, observa-se que, apenas em 2010,
as areas que receberam o FNR apresentaram valor S e valor V estatisticamente
superiores aquelas adubadas com ST.

De acordo com Sousa e Lobato (2004), o extrator Mehlich | superestima a
disponibilidade de P em solos adubados com FNR, pois solubiliza parte deste
fertilizante ainda nao dissolvido no solo, sendo o extrator Bray 1 mais adequado para
estimar a disponibilidade de P nesses solos. Isto explica os altos valores de P,
obtidos via Mehlich I, nas areas adubadas com FNR (Tabelas 5 e 6), e por isso,
serao utilizados os valores encontrados pelo método Bray 1 nessa discusséao.

As areas adubadas com FNR apresentaram, nos dois anos avaliados, valores
de P menores que as areas que receberam ST, entretanto, em 2010, os solos
adubados com ST sob PC foram estatisticamente semelhantes aqueles adubados
com FNR. Tal fato ja era esperado, ja que o ST apresenta maior solubilidade que o
FNR. Os solos adubados com ST sob PD apresentaram maiores valores de P que
aqueles manejados com PC. Nas areas que receberam FNR, apesar das diferencas
nao terem sido significativas, também se observa que os solos sob PD
apresentaram maiores teores de P que aqueles cultivados com PC. Falleiro et al.
(2003) encontraram maiores valores de P nos solos sob PD que naqueles que
sofreram revolvimento. De acordo com Sa (2004), o maior teor de P do solo em
plantio direto pode ser devido a adi¢cdo desse nutriente nas camadas superficiais, ao
efeito de concentragdo, as reacbes de adsorcdo e a sua reciclagem pela
mineralizacdo dos residuos, além disso, segundo Anghinoni (2007), a mineralizacao
lenta e gradual dos residuos orgéanicos proporciona a liberagao e a redistribuicdo das
formas organicas de P, mais mdveis no solo e menos susceptiveis as reagdes de

adsorcao.
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Tabela 5: Propriedades quimicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho sob vegetacdo nativa (cerrado) e

cultivado com milho (ano 2009), sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato natural reativo (FNR) e

superfosfato triplo (ST).

pH Al P(Bray) P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT ValorV
cmol dm®  mgdm™ mg dm™ cmole dm™ % cmoldm®  cmols dm™®  cmol.dm®  cmol dm®  cmole dm™ %
PC ST 5,43 0,03 8,14 b 8,55Db 5,72 3,08 2,55¢ 0,63b 0,23 3,41c 9,13 37,32 ¢c
PC FNR 5,67 0,03 3,35¢ 17,27 b 5,03 3,17 2,88 b 0,56 ¢ 0,25 3,69 b 8,72 42,27 b
PD ST 5,36 0,06 14,89 a 14,21 b 6,11 3,66 2,89 b 0,79 a 0,22 391b 10,50 39,02 bc
PD FNR 5,78 0,03 3,79¢c 40,97 a 4,60 3,49 411 a 0,84 a 0,24 5,19 a 9,79 52,98 a
Média de sistemas
PD 5,57 0,045 9,34 27,93 5,35 3,57 a 3,50 0,81 0,23 4,55 10,14 a 46,00
PC 5,55 0,03 5,74 5,745 5,37 3,12b 2,71 0,59 0,24 3,55 8,92 b 39,79
Média de fontes
FNR 5,725 a 0,03 3,57 22,16 4,81 b 3,33 3,49 0,70 0,24 4,44 9,25 47,62
ST 5,365 b 0,045 11,51 11,51 591a 3,37 2,72 0,71 0,22 3,66 9,81 38,17
Cerrado /2 1,22 1,20 0,63 819 318 014 0,14 0,09 0,37 8,56 4,32
+0,10 + 0,01 +0,15 + 0,05 +0,20 +0,17 + 0,05 +0,04 +0,02 +0,10 +0,30 +1,10

Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, nao diferiram entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valor S = Ca + Mg + K;

valor T = Ca + Mg + H + Al; valor V = (valor S / valor T) x 100. Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de * o

desvio padréao.
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Tabela 6: Propriedades quimicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho sob vegetacdo nativa (cerrado) e
cultivado com soja (ano 2010) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato natural reativo (FNR) e

superfosfato triplo (ST).

pH Al P(Bray) P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT ValorV
cmol dm®  mg dm™ mg dm™ cmole dm™ % cmoledm®  cmol, dm®  cmolcdm®  cmol.dm®  cmol, dm™® %
PC ST 5,59 a 0,02 6,33 b 5,32 7,52 3,10 2,03 0,43 0,34 2,80 10,13 29,89
PC FNR 5,57 a 0,01 2,87 b 11,09 4,73 3,02 2,66 0,40 0,34 3,40 8,14 41,88
PD ST 541b 0,03 15,09 a 11,15 6,55 3,52 2,40 0,55 0,26 3,21 9,76 32,85
PD FNR 5,55a 0,08 3,63b 24,59 4,85 3,59 3,54 0,59 0,34 4,47 9,06 43,94
Média de sistemas

PD 5,48 0,055 9,36 17,87 5,70 3,55a 2,97 a 0,57 0,30 3,84 a 9,41 38,39

PC 5,58 0,015 4,60 8,205 6,12 3,06 b 2,34 b 0,41 0,34 3,10 b 9,13 35,88

Média de fontes

FNR 5,56 0,045 3,25 17,84 4,79 3,30 3,10 a 0,49 0,34 3,93a 8,60 4291 a
ST 5,50 0,025 10,71 8,23 7,03 331 221b 0,49 0,30 3,00 b 9,94  31,37b

Cerrado  >°! 1,29 1,50 0,58 7,90 3,46 0,15 0,12 0,11 0,38 8,28 4,55
+0,09 +008  +0,19 +0,10 +0,37 +0,03 +0,02 +0,02  +0,02  +0,01 +036  +0,25

Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, nao diferiram entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valor S = Ca + Mg + K;
valor T = Ca + Mg + H + Al; valor V = (valor S / valor T) x 100. Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de * o

desvio padrao.
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Tabela 7: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos quimicos determinados na profundidade 0 a 10 cm

de um Latossolo Vermelho cultivado com milho (ano 2009) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com

fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Fonte de Variacao GL Ph Al P(Bray) P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT  ValorV
Sistemas 1 0,09ns 1,49ns 2145 23,72 0,01 ns 18,45  73,90* 58,98 0,49ns 86,52* 24,87 3559**
Fonte de P 1 5531 1,49ns 144,24**  2562** 34,32 1,20ns 223,94** 0,67ns 2,37ns 128,36** 2,60ns 82,66**
Sist X Fonte de P 1 454ns 1,49ns 22,79 8,54* 485ns 0,58ns 72,94 16,78 0,02ns 52,30*™ 0,19ns 18,78

ns= ndo significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

Tabela 8: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos quimicos determinados na profundidade 0 a 10 cm

de um Latossolo Vermelho cultivado com soja (ano 2010) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com

fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Fonte de Variacao GL pH Al P(Bray) P(Melich) H+Al MO Ca Mg K ValorS ValorT ValorV
Sistemas 1 14,03* 0,49ns 12,76* 3,76ns 071ns 11953* 18,12* 1220ns 3,38ns 1391* 3,07ns 1,39ns
Fonte de P 1 444ns 438ns 3449* 311ns 563ns 002ns 4798* 009ns 4,03ns 28,13** 041ns 2948 *
Sist X Fontede P 1 7,89* 498ns 9,93* 200ns 1,34ns 262ns 4,02ns 157ns 3,38ns 347ns 238ns 0,04ns

ns= ndo significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.
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3.2. Atributos fisicos

Apesar das diferengas terem sido pequenas, observa-se que a area cultivada
com soja sob PC apresentou a menor porosidade total entre os tratamentos
(Tabelas 9 e 10), diferindo estatisticamente dos demais no experimento sob
Latossolo Vermelho Amarelo. As demais areas nao apresentaram diferencas
significativas entre si e foram similares ao encontrado sob vegetacdo nativa. Nao
foram observadas diferencas significativas entre as areas estudadas em relacao a
macro e microporosidade. Quanto a densidade do solo, as areas cultivadas sob PD
apresentaram resultado similar ao do cerrado nativo, diferindo estatisticamente das
areas que foram manejadas com PC. Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre as culturas.

Costa et al. (2006), avaliando a qualidade de um Latossolo Vermelho
submetido a sistemas de cultivo com PC e PD, encontraram maior porosidade no
solo sob cerrado nativo que nas éareas sob PD e PC, que nédo diferiram
estatisticamente entre si, apresentando, porém, maiores valores nas areas
manejadas com PD. Figueiredo et al. (2009), ao avaliar propriedades fisico-hidricas
do solo sob diferentes sistemas de manejo em comparag¢do com o cerrado nativo,
encontraram maior porosidade no solo sob vegetacdo natural que aqueles sob a
area cultivada, porém, esses autores observaram que as areas manejadas com PC
apresentaram maior porosidade que as areas sob PD, resultados que vao de
encontro ao proposto por Carneiro et al. (2009), que concluiram que o0 uso de
maquinas agricolas e o manejo inadequado acarretam interferéncias na estrutura do
solo, promovendo reducao na porosidade.

Falleiro et al. (2003), verificando as alteragdes provocadas pelos sistemas de
preparo sobre algumas propriedades fisicas e quimicas de um Argissolo da Zona da
Mata Mineira, também nao encontraram efeitos do manejo sobre a macro e
microporosidade. Resultados semelhantes, na mesma &rea, foram obtidos por
Siqueira (1995), Vallejos M. (1998) e Schaefer et al. (2001). O efeito do preparo
sobre os valores de porosidade do solo pode ser pouco evidente, sendo mais
comuns os efeitos na forma e distribuicdo dos poros, ao longo do perfil do solo
(Schaefer et al., 2001).

Em relagdo a densidade do solo, Carneiro et al. (2009), avaliando os efeitos
de sistemas de manejos e usos do solo nos atributos quimicos, fisicos e biolégicos
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de um Neossolo Quartzarénico o6rtico e um Latossolo Vermelho distréfico de
Cerrado, assim como Figueiredo et al. (2009) e Costa et al. (2006), encontraram os
menores valores nas areas naturais quando comparadas as areas cultivadas.
Segundo Figueiredo et al (2009), tal fato demonstra que os cultivos intensivos
tendem a um desarranjo maior das particulas do solo, o que, segundo Costa et al.
(2006), pode levar a diminuicdo da infiltracdo e a redistribuicdo de agua no solo,

aumentando a compactacao, o que prejudicaria sensivelmente a producao agricola.

Tabela 9: Propriedades fisicas dos solos na profundidade 0 a 10 cm em um
Latossolo Vermelho Amarelo sob vegetacéo nativa (cerrado) e cultivado com milho e
soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) ano de 2008.

Porosidade Total Microporosidade Macroporosidade Densidade

mém? mém? m®m? Mg m?
Milho PD 0,59 a 0,41 0,17 0,91
Milho PC 0,59 a 0,44 0,15 0,95
Soja PD 0,60 a 0,40 0,20 0,89
Soja PC 0,57 b 0,41 0,17 0,96
Média de sistemas
PD 0,59 0,41 0,18 0,90 b
PC 0,58 0,42 0,16 0,95 a
Média de culturas
Milho 0,59 0,42 0,16 0,93
Soja 0,58 0,40 0,18 0,92
0,60 0,39 0,21 0,91
Cerrado +0,01 +0,05 +0,05 +0,02

Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste
de Student (p < 0,05). Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de +
o desvio padrao.
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Tabela 10: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos
fisicos determinados na profundidade 0 a 10 cm de um Latossolo Vermelho Amarelo
cultivado com milho e soja sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) ano
de 2008.

Fonte de Variacdo  G.L  Porosidade Micro Macro Densidade
Sistemas 1 3,18 ns 0,84 ns 4,72 ns 11,88 **
Fonte de P 1 0,00 ns 2,46 ns 3,09 ns 0,12 ns
Sist X Fonte de P 1 12,00 * 0,62 ns 0,01 ns 1,07 ns

ns= n&do significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

No experimento sob Latossolo Vermelho, a porosidade também variou pouco
entre os tratamentos (Tabelas 11 e 12). Apesar disso, a anadlise estatistica aponta
que os solos adubados com ST apresentaram maior porosidade que aqueles
adubados com FNR. O solo sob vegetacado nativa apresentou o menor valor de
microporosidade e o maior de macroporosidade, ndo sendo observadas diferencas
significativas entre as areas cultivadas para estas variaveis. No que diz respeito a
densidade do solo, a area sob mata nativa apresentou resultado inferior aos demais
tratamentos, enquanto os solos sob PC apresentaram resultados levemente
superiores aqueles sob PD. Houve diferenca estatistica entre as fontes de P
utilizadas, sendo que as areas que receberam FNR apresentaram maiores valores
de densidade que aquelas adubadas com ST.

Figueiredo et al. (2009) também encontraram maiores e menores valores,
para macro e microporosidade, respectivamente, nos solos sob vegetagdo nativa
comparados com aqueles cultivados. De acordo com Borges et al. (1999), a reducéo
da macroporosidade nas areas cultivadas decorre do aumento da compactacédo do
solo, que é evidenciada pelo aumento de sua densidade. Figueiredo et al. (2009)
encontraram macroporosidade mais alta nos solos sob PD que naqueles sob PC e
menor microporosidade nas areas manejadas com plantio direto que nas areas sob
PC, sendo o manejo do solo o responsavel pela quebra da estrutura e entupimento
dos poros.

Costa et al. (2006) encontraram os menores resultados de densidade nos
solos sob cerrado nativo que naqueles cultivados, ndo encontrando, entretanto,
grandes diferencas entre as areas plantadas, seja sob PC ou PD, resultado que

corrobora os resultados observados na Tabela 4. De acordo com Araujo et al.
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(2007), alteragbes na densidade e porosidade apresentam estreita relagdo com a
intensidade de uso do solo, ou seja, quanto maior for a intensidade de uso, maior a
compactacao. Costa et al. (2003) também citam que a classe de solo, as condicdes
de umidade, nas quais sao realizadas as operacdes de preparo, semeadura,
tratamentos fitossanitarios e colheita, bem como o tempo de utilizacdo do manejo
adotado também influenciam no comportamento da densidade do solo sob

diferentes sistemas de uso.

Tabela 11: Propriedades fisicas dos solos na profundidade 0 a 10 cm em um
Latossolo Vermelho sob vegetacdo nativa (cerrado) e cultivado com milho (ano
2009) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato

natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Porosidade Total Microporosidade Macroporosidade Densidade

mém? mém? mém? Mg m?
PC ST 0,60 0,42 0,18 0,88
PC FNR 0,58 0,44 0,14 0,98
PD ST 0,61 0,42 0,19 0,87
PD FNR 0,59 0,41 0,18 0,93
Média de sistemas
PD 0,60 0,415 0,185 0,90 b
PC 0,59 0,43 0,16 0,93 a
Média de fontes
FNR 0,585 b 0,425 0,16 0,955 a
ST 0,605 a 0,42 0,185 0,875 b
corado 050 5 %

Valores seguidos por mesmas letras minusculas nas colunas nao diferem entre si
pelo teste de Student (p < 0,05). Valores referentes ao cerrado nativo sao

acompanhados de * o desvio padrao.
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Tabela 12: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos
fisicos determinados na profundidade 0 a 10 cm de um Latossolo Vermelho cultivado
com milho (ano 2009) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC),
adubados com fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Fonte de Variacdo  G.L  Porosidade Micro Macro Densidade
Sistemas 1 3,27 ns 2,78 ns 7,61 ns 8,02 *
Fonte de P 1 8,07 * 0,44 ns 6,50 ns 45,00 **
Sist X Fonte de P 1 0,60 ns 1,00 ns 3,12 ns 3,76 ns

ns= n&do significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

3.3. Atributos bioldgicos

3.3.1. Carbono da biomassa microbiana do solo

Os solos sob cerrado nativo apresentaram carbono da biomassa microbiana
(CBM) superior aos das areas cultivadas nos dois anos avaliados no experimento
sob Latossolo Vermelho Amarelo (Tabelas 13 e 14). Entre as areas cultivadas, nédo
foram observadas diferencas significativas entre as culturas, milho e soja nos dois
anos avaliados. Porém, em relagdo ao manejo, foram observadas diferencas apenas
no ano de 2009 (Tabelas 14 e 16), quando as areas sob PD apresentaram maior
CBM que aquelas sob PC. Vérios estudos tém encontrado CBM maior em solos sob
PD que aqueles encontrados em solos sob PC. Kaschuk et al. (2010) fizeram uma
revisdo sobre os efeitos do manejo sobre o carbono da biomassa microbiana dos
solos, eles fizeram um levantamento bibliografico abrangendo areas do Brasil inteiro
e coletando dados com intervalos de 5 em 5 anos em até 25 anos de implementacéo
do PD. Seus calculos revelaram que, sob PD, o CBM aumentou 58% em relacdo ao
controle, (PC), no periodo de 10-15 anos, permanecendo estavel até 25 anos. Este
trabalho ainda cita outros, como Balota et al. (1998), que encontraram acréscimo de
118% no CBM em solo sob PD em relacdo ao PC, Pereira et al. (2007), 114%, e
Franchini et al. (2007), 80%. Nesse trabalho, os solos cultivados com milho sob PD
(2009) tiveram um acréscimo de até 75% no CBM quando comparados com 0s solos
cultivados sob PC.

Os diversos sistemas de uso da terra afetam, de forma diferenciada, o CBM,

podendo intensificar ou retardar processos de decomposicdo, mineralizacdo e
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humificacdo no solo. Tais processos regulam a expressdao de propriedades
importantes, como a formacao e estabilizacdo de agregacao, formacao do sistema
poroso, fluxo de nutrientes, manutencédo da diversidade, simbioses e antagonismos
(Roscoe et al., 2006).

Além de favorecer a preservacdo das hifas fungicas e o acumulo da
serrapilheira na superficie do solo (propiciando a ocorréncia de menor variacéo e de
niveis mais adequados de temperatura e umidade), a auséncia de revolvimento do
solo também resulta em maior presenca de raizes, as quais aumentam a entrada de
substratos carbonados no sistema, via exudatos radiculares, contribuindo, assim,
para maiores niveis de biomassa microbiana (Bopaiah e Shetti, 1991).

O fato de o cerrado nativo apresentar maior CBM do que as areas cultivadas
ja era esperado, tendo sido observado por diversos outros autores em diferentes
trabalhos (Maciel et al. 1996; Mercante et al. 2000; Oliveira 2000; Mendes 2002;
Matsuoka et al. 2003; Costa et al. 2006; Ferreira et al. 2007). Em geral, os maiores
valores de CBM sdo encontrados nos sistemas naturais, destacando-se o0s
ambientes onde ha um maior fluxo de residuos (Roscoe et al., 2006). Segundo
Bandick e Dick (1999), nas éareas sob vegetacdo nativa, dentre os fatores
responsaveis por condicbes mais favoraveis a biomassa microbiana, destacam-se a
auséncia de preparo do solo e maior diversidade floristica. De acordo com
Matsuoka et al. (2003) a alta diversidade de plantas das areas nativas e a presenca
de vegetacao durante todo o ano, influenciam a producéo (quantidade) e a qualidade
da serrapilneira, o que pode influenciar diretamente a biomassa microbiana

associada a essas areas.

3.3.2. Estimativa do numero total de bactérias do solo (contagem de
unidades formadoras de col6énias — UFC)

Na contagem de UFC por plagueamento, tanto no meio de cultura King’s B
como no meio TSA 1/10, o solo sob cerrado nativo apresentou menor namero
estimado de bactérias em relacdo as areas sob cultivo nos dois anos avaliados no
experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo (Tabelas 13 e 14). No ano de 2008,
no meio King’s B, ndo foram observadas diferengas significativas entre as culturas
de milho e soja, PC e PD, e a estimativa do nimero total de bactérias ficou entre 10°
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e 10" UFC por grama de solo. No ano seguinte (Tabelas 14 e 16), os solos
cultivados com milho apresentaram menor numero de UFC que aqueles cultivados
com soja, e as areas sob PD apresentaram resultados superiores aquelas sob PC.

Ja no meio TSA 1/10, no ano de 2008 (Tabelas 13 e 15), o numero de UFC
por grama de solo na area cultivada com soja sob PD foi superior as demais areas,
que nao apresentaram diferencas entre si. No ano de 2009, entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as culturas de milho e soja, PC e PD, e a
estimativa do nimero total de bactérias ficou entre 10° e 10’ UFC por grama de solo.

Apesar de, normalmente, as areas nativas apresentarem maiores valores de
CBM (Roscoe et al., 2006), foram encontrados valores inferiores na estimativa do
namero de UFC nas areas sob vegetacdo de cerrado, em relacdo as areas
cultivadas. No entanto, é importante ressaltar que a biomassa é constituida nao
apenas por bactérias, mas também por fungos, protozoarios, algas e componentes
da microfauna. Desses componentes, os fungos sdo os mais representativos com,
pelo menos, o dobro de biomassa que as bactérias (Moreira e Siqueira, 2006). Além
disso, sabe-se que apenas 1-10% das espécies bacterianas do planeta teriam a
capacidade de crescer em meios de cultivo no laboratorio (Torsvik et al., 1990). Os
meios de cultura utilizados nesse trabalho também podem ser um fator de influéncia
sobre os resultados encontrados. Apesar desses meios nao serem especificos sabe-
se que qualquer meio de cultura tende a ser seletivo, em maior ou menor grau, para
determinados grupos de bactérias (Zak et al., 1994; Rosado, 2000). Diante do
exposto acima, ndo se pode afirmar, com certeza, que o solo sob cerrado nativo
realmente apresenta menor populacao bacteriana que os solos sob cultivo.

Pereira et al. (1999) encontraram, em um estudo conduzido em Planaltina
(DF), maiores populacbes bacterianas em solo sob cultivo de soja quando
comparadas ao solo sob vegetacao nativa. Esses autores, que também utilizaram o
método de contagem em placas para ter acesso ao numero de bactérias nas
amostras de solo, sugerem o manejo do solo para cultivo, incluindo aracao, adicao
de adubos minerais e a modificagcdo do pH do solo por meio da calagem, como o
principal fator que contribuiu para esse resultado. Caracteristicas como baixo pH e
elevados teores de aluminio, por exemplo, podem interferir na quantidade de
colénias encontradas, pois, o pH mais adequado para o crescimento da maioria dos
microrganismos seria o préximo a neutralidade (Oliveira et al., 2005). Nesse
trabalho, o solo sob cerrado apresentou média de pH em torno de 4,95 e
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concentragdo de aluminio (Al) 0,95 cmol. dm™, enquanto nas areas sob cultivo, onde
foi realizada a correcdo da acidez do solo, foram encontrados valores em torno de
6,0 e 0,05 cmol, dm™ para o pH e concentracdo de Al, respectivamente. Essa
correcao torna o solo adequado ao sistema produtivo e, teoricamente, mais propicio
para o desenvolvimento dos microrganismos. Além da corre¢cdo da acidez, a
disponibilidade de nutrientes também pode influenciar as comunidades microbianas
(Kamel et al., 1989). Essa pode ser uma das razdes para que o numero de UFC em
solo sob area cultivada tenha sido superior as areas nativas.

3.3.3. Atividade enzimatica

3.3.3.1. B-glicosidase

A atividade da B-glicosidase nas areas sob PD foi superior a das areas sob
vegetacao nativa e do PC nos dois anos avaliados no experimento sob Latossolo
Vermelho Amarelo (Tabelas 13 e 14). Os tratamentos sob PC apresentaram valores
intermediarios em relacdo ao PD e ao cerrado nativo, que apresentou 0s menores
resultados de atividade desta enzima.

Mendes et al. (2003), avaliando atributos microbiolégicos de um Latossolo sob
vegetacdo nativa e cultivada, Green et al. (2007), observando o impacto de
diferentes tipos de manejo sobre atributos bioldgicos do solo, e Peixoto et al. (2010),
analisando o efeito do cultivo do solo e seu manejo sobre a microbiota, também
encontraram os menores valores de B-glicosidase em solos sob vegetacao nativa.
De acordo com Mendes e Reis Junior (2004), a maior atividade dessa enzima em
solos sob PD em relacao a encontrada sob cerrado nativo pode estar relacionada
com o residuo de matéria organica mais labil presente na liteira da cultura
comparado ao encontrado em vegetacdo natural. A maior complexidade da
serrapilneira em vegetacdo nativa pode implicar em menor atividade da [3-
glicosidase, pois outras enzimas, como celulases e ligninases, teriam uma
participagcdo maior no processo de decomposi¢ao.

No que se diz respeito ao manejo, Mendes et al. (2003) e Silva (2008),
utilizando indicadores microbiol6gicos para avaliacdo da qualidade dos solos de

cerrado sob diferentes agroecossistemas, também encontraram maior atividade da
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B-glicosidase sob PD em comparacao ao PC. A atividade desta enzima em solos
pode ser estritamente relacionada as entradas de material celulésico no solo e as
condicbes fisico-quimicas que regulam a atividade dos microrganismos
decompositores. Portanto, o maior nivel de atividade da B-glicosidase em areas sob
PD em relacédo as areas sob PC poderia ser explicado pela maior concentracdo de
residuos vegetais na superficie do solo (Bandick e Dick, 1999).

3.3.3.2. Fosfatase acida:

As areas sob cerrado nativo apresentaram, nos dois anos avaliados, os
maiores valores para a atividade da fosfatase acida, em seguida, apareceram as
areas cultivadas com PD, sendo as areas sob PC aquelas que apresentaram a
menor atividade desta enzima no Latossolos Vermelho Amarelo (Tabelas 13 e 14).

O fato da area sob cerrado nativo ter apresentado maior atividade da
fosfatase acida que as areas cultivadas ja era esperado, tendo sido relatado por
diversos autores (Matsuoka et al., 2003; Mendes et al., 2003; Carneiro et al., 2004;
Peixoto et al., 2010). A fosfatase acida é responsavel pela mineralizacdo do P
organico no solo, sendo assim, a adi¢do de fertilizantes fosfatados, que promovem o
aumento dos niveis de P no solo, influenciam sua atividade, uma vez que o
ortofosfato € um inibidor competitivo dessa enzima (Tabatabai, 1994). Isso explica
os indices elevados de atividade da fosfatase no cerrado nativo, area onde néao
existe entrada de fosforo via adubos minerais e toda a ciclagem desse elemento
deve ser feita através de processos de solubilizacdo de fontes pouco sollveis e,
principalmente, através da mineralizacdo do P da matéria organica pelas fosfatases
(Mendes e Reis Junior, 2004).

Em 2008 (Tabelas 13 e 15), observa-se que as areas sob PD apresentaram
maiores valores de atividade da enzima que aqueles sob PC. Além disso, nota-se
que as areas cultivadas com soja apresentaram resultados superiores aqueles
cultivados com milho. No ano seguinte (Tabelas 14 e 16) as areas sob PD
continuaram apresentando os maiores valores de atividade, sendo que o solo
cultivado com soja apresentou resultado superior aquele cultivado com milho, sob o
mesmo manejo, entretanto, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os

solos sob PC, cultivados com soja e milho.
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Balota et al. (2004), avaliando os efeitos da rotacdo de culturas e do plantio
direto e do preparo convencional, sobre as enzimas do solo, além de Mendes et al.,
(2003), Carneiro et al. (2004), Silva (2008), e Peixoto et al. (2010), também
encontraram atividade da fosfatase acida superior nas areas sob PD do que aquelas
sob PC. De acordo com Balota et al. (2004), um argumento que pode explicar a
maior atividade das enzimas sob PD é que este tipo de preparo pode oferecer um
melhor habitat microbiano, quando comparado com o PC.

3.3.3.3. Arilsulfatase:

Nos dois anos avaliados a atividade da enzima arilsulfatase foi maior nos
solos sob PD, seguido das areas sob vegetacdo nativa e PC, onde foram
encontrados os menores valores no Latossolo Vermelho Amarelo (Tabelas 13, 14,
15 e 16).

Silva (2008) também encontrou maiores valores desta enzima nas areas sob
PD, seguida das areas sob cerrado nativo e PC. Da mesma maneira, trabalhos de
outros autores mostraram atividade da arilsulfatase em solos sob PD superiores
aquelas encontradas em solos sob PC (Mendes et al.,, 2003; Balota et al., 2004;
Mijangos et al., 2006).

A arilsulfatase é uma enzima que esta envolvida na mineralizagdo dos esteres
de sulfato nos solos (Tabatabai, 1994). A maior atividade da arilsulfatase no PD
pode refletir o aumento da biomassa fungica, pois a arilsulfatase tem forte correlacao
com ergosterol (Taylor e Dick, apud Balota et al. 2004), que é quase exclusivamente
encontrado em fungos (Newell et al., 1987). Além disso, os fungos tém até 42% de
seu enxofre como sulfato de éster, que € o substrato para arilsufatase, enquanto que
as bactérias tem cerca de apenas 10% (Saggar et al., 1981; Bandick e Dick, 1999).

De acordo com Mendes et al. (2003) fatores como acessibilidade, qualidade
dos substratos orgéanicos e alteragdes nas comunidades microbianas podem estar
associados as mudancas nos teores de CBM, fosfatase acida, B-glicosidase e
arilsulfatase. Isto pode justificar a diferenca encontrada entre os solos sob manejo
agricola e a area sob mata nativa estudados.
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Tabela 13: Propriedades bioldgicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho-Amarelo sob vegetacdo nativa

(cerrado) e cultivado com milho e soja sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de 2008.

Biomassa Microbiana  Meio King’s B Meio TSA1/10  B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase
mg C g solo 0gn*UFGg"solo  logn°UFCg'solo  PAATINOfenol g pnitofenal g pritrofenol g
Milho PD 536,54 6,75 6,93 b 127,38 627,77 74,07
Milho PC 455,25 6,55 6,61b 79,20 437,55 50,17
Soja PD 559,61 6,84 7,86 a 118,90 658,50 70,03
Soja PC 521,61 6,81 6,90 b 92,27 570,65 45,73
Média de sistemas
PD 548,07 6,795 7,395 123,14 a 643,13 a 72,05 a
PC 488,43 6,680 6,755 85,73 b 504,10 b 47,95 b
Média de culturas
Milho 495,89 6,650 6,770 103,27 532,66 b 62,12
Soja 540,61 6,825 7,380 105,58 614,57 a 57,88
Cerrado £ 135,57 £0.20 £024 #1543 +3557 So42

Valores seguidos por mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valores

referentes ao cerrado nativo sao acompanhados de * o desvio padréo.
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Tabela 14: Propriedades bioldgicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho-Amarelo sob vegetacdo nativa
(cerrado) e cultivado com milho e soja sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de 2009.

Biomassa Microbiana  Meio King’s B Meio TSA1/10  B-glicosidase Fosfatase Acida  Arilsulfatase

mg G kg solo ogn°UFC " solo  lognUFG g'solo  MOATIOfenol g gnirofenal g priofenolg”
Soja PD 252,13 6,70 6,97 128,68 580,93 a 86,02
Soja PC 247,99 6,52 6,64 74,68 403,32 ¢ 68,19
Milho PD 403,60 6,55 6,41 136,30 523,07 b 103,74
Milho PC 230,52 6,21 6,45 95,86 429,33 c 69,90
Média de sistemas
PD 327,86 a 6,625 a 6,690 132,49 a 552,00 94,88 a
PC 239,25 b 6,365 b 6,365 85,27 b 416,32 69,04 b
Média de Culturas
Milho 317,06 6,380 b 6,310 116,08 476,20 86,82
Soja 250,06 6,610 a 6,745 101,68 491,69 77,10
S R S N A

Valores seguidos por mesmas letras minusculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valores
referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de + o desvio padréo.
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Tabela 15 Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos biol6gicos determinados na profundidade 0 a 10 cm
de um Latossolo Vermelho Amarelo cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de
2008.

Fonte de Variacdio G.L Biomassa microbiana Meio King’s B Meio TSA 1/10 B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase

Sistemas 1 4,29 ns 1,81 ns 28,52 ** 12,66 * 25,98 ** 32,76 **
Cultura 1 3,61 ns 3,97 ns 25,90 ** 0,08 ns 9,02 * 1,14 ns
Sist X Cultura 1 0,85 ns 0,92 ns 711°* 1,79 ns 3,52 ns 0,00 ns

ns= n&do significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

Tabela 16: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos biol6gicos determinados na profundidade 0 a 10 cm
de um Latossolo Vermelho Amarelo cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) no ano de
2009.

Fonte de Variacio G.L Biomassa microbiana Meio King’s B Meio TSA 1/10 B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase

Sistemas 1 538" 9,37 * 0,56 ns 53,85 ** 83,45 ** 25,32 **
Culturas 1 3,08 ns 7,76 ¢ 3,75 ns 3,95 ns 1,15 ns 3,58 ns
Sist X Culturas 1 4,89 ns 0,92 ns 0,94 ns 1,11 ns 7,97 * 2,43 ns
ns= ndo significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.
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3.3.4. Carbono da biomassa microbiana do solo

Assim como no experimento anterior, o cerrado nativo apresentou CBM
superior ao das areas cultivadas no Latossolo Vermelho (Tabelas 17 e 18). Entre as
areas cultivadas, nos dois anos avaliados, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, seja sob PD ou PC, seja com aplicacdao de FNR
ou ST. Um fator que pode estar influenciando os resultados do CBM é o fato deste
experimento ter utilizado irrigacdo complementar e planta de cobertura (milheto),
tanto em areas sob PD, como sob PC, na época seca. De acordo com Wardle et al.
(1999), o CBM é positivamente correlacionado com a umidade do solo, assim, como
0 manejo utilizado no experimento sob Latossolo Vermelho mantém a umidade mais
alta e constante, tanto no PD quanto no PC, isto justifica as menores diferencas
encontradas entre o CBM neste experimento que aquelas observadas no ensaio sob
Latossolo Vermelho Amarelo. Silva et al. (2007) analisaram a influéncia das plantas
de cobertura sobre atributos biol6gicos do solo e demonstraram sua importancia
para o CBM. Segundo Mercante et al. (2008), a utilizacao de plantas de cobertura
pode ser uma alternativa para aumentar o desenvolvimento da biomassa microbiana
do solo, ja que, aliada a sistemas de manejo menos intensivo dos solos, o uso de
plantas de cobertura propiciam prote¢do continua da superficie, além de promover
acréscimos consideraveis no conteudo total de matéria organica (Xavier et al.,
2006), principal reservatério de energia para os microrganismos e de nutrientes para
as plantas (Perez et al., 2004).

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), os microrganismos do solo
desempenham papel fundamental no ciclo biogeoquimico do fésforo e na sua
disponibilidade para as plantas, mediante o fluxo de P pela biomassa microbiana, a
mineralizacdo do P organico e a associacao entre plantas e fungos micorrizicos.
Drever e Vance (1994) destacam a importadncia das comunidades microbianas em
acelerar a dissolucao de fosfatos de rocha, produzindo acidos organicos, compostos
fendlicos, prétons e sideréforos, sendo que, segundo Duponnois et al. (2005), varios
estudos ja identificaram grupos de microrganismos capazes de solubilizar o fésforo
mineral, melhorando a nutricdo de fésforo para as plantas. Apesar de ter tamanha
importancia, as fontes de fésforo nao tiveram efeito sob o CBM no experimento sob
Latossolo Vermelho nos dois anos avaliados, seja sob PC ou PD. Rooney e Clipson
(2009), avaliando os efeitos da adigdo de fésforo e sua interacdo com diversas
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plantas sobre as comunidades microbianas de um solo sob pastagem, encontraram
CBM menor nos tratamentos que receberam P, e, além disso, observaram que a
adicao de P teve efeito negativo sobre alguns grupos bacterianos. A adicdo de
fésforo ao solo pode resultar em decréscimo na fracao fungica da biomassa (Lima et
al. 1996), e segundo Rooney e Clipson (2009), talvez isto aconteca particularmente
pela inibicdo do crescimento de fungos micorrizicos, que sao conhecidos por se

proliferar em solos onde ha caréncia de fosforo.

3.3.5. Estimativa do numero total de bactérias do solo (contagem de
unidades formadoras de colonias — UFC)

Assim como no experimento anterior, a area sob cerrado nativo apresentou
menor numero de UFC em relagdo as areas sob cultivo nos dois anos avaliados,
tanto no meio King’s B quanto no meio TSA 1/10 no Latossolo Vermelho (Tabelas 17
e 18). Entre as areas cultivadas, nos dois anos avaliados, ndo foram observadas
diferengas significativas entre a estimativa do numero total de bactérias no meio
Kings’B. Ja no meio TSA 1/10, em 2009 (Tabelas 17 e 19), a area adubada com ST
sob PD apresentou menor numero de UFC em relagdo as areas adubadas com ST
sob PC, FNR PD e FNR PC, que nao diferiram significativamente entre si. O mesmo
nao foi observado no ano seguinte, onde nao foram observadas diferencas
significativas entre o numero de UFC das areas cultivadas.

Carneiro et al. (2004), avaliando a influéncia do PD, do PC e de plantas de
cobertura sobre indicadores biolégicos associados ao ciclo do fésforo, encontraram
maiores valores de UFC nas areas cultivadas em relagdao ao cerrado nativo, o que
corrobora os resultados encontrados em nosso estudo. Entretanto, tais autores
encontraram maior numero de UFC no solo sob PD que nos solos sob PC, fato que,
no geral, n&o foi observado nesse trabalho.

Reyes et al. (2002), analisado as populacées microbianas da rizosfera de
milho ap6s a adicdo de adubos fosfatados, observaram que as comunidades
bacterianas tendem a diminuir apdés a adicdo de fésforo ao solo. O mesmo foi
observado por Sarathchandra et al. (1993), quando um pasto na Nova Zelandia foi
adubado com fosfato natural da Carolina do Norte em doses de até 120 kg P ha™,

tanto as contagens bacterianas quanto as fungicas diminuiram significativamente
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nas parcelas adubadas. Porém, os resultados do presente trabalho parecem estar
mais correlacionados com aqueles apresentados por Lima et al. (1996), onde as
populacdes bacterianas de um Latossolo Vermelho, usado no cultivo de tomate,
cresceram em funcdo da adicdo de fésforo. Obviamente, ndo se pode considerar
apenas o fosforo como responsavel pelas diferencas entre as areas naturais e
cultivadas encontradas nesse trabalho, e sim o conjunto das praticas de correcao e

adubacao do solo que foram utilizadas.

3.3.6. Atividade enzimatica

3.3.6.1. B-glicosidase

Assim como no experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo, a atividade da
B-glicosidase nas areas sob PD foram superiores as das areas sob vegetacao nativa
e do PC nos dois anos avaliados no Latossolo Vermelho (Tabela 17 e 18). Além
disso, novamente os tratamentos sob PC apresentaram valores intermediarios ao
PD e ao cerrado nativo, que apresentou os menores resultados de atividade desta
enzima.

Assim como no experimento anterior, a atividade da B-glicosidase nas areas
sob PD foi superior aquelas sob PC, nos dois anos avaliados (Tabelas 17, 18, 19 e
20). No que diz respeito as fontes de fosforo, ndo foram observadas diferengas entre
as areas adubadas com FNR e ST, sob o0 mesmo manejo.

Além do que ja foi dito na discussao dos resultados obtidos no Latossolo
Vermelho Amarelo, os solos do Cerrado sao geralmente acidos, o que pode interferir
na atividade da B-glicosidase, que € correlacionada positivamente ao pH do solo
(Ekenler e Tabatabai, 2003), outro fator que deve levar as areas nativas a
apresentarem menor atividade desta enzima quando comparada as areas
cultivadas.

A maior atividade da B-glicosidase nos solos sob PD esta relacionada ao fato
de que a auséncia de revolvimento do solo permite o acumulo, em sua superficie, de
residuos vegetais de menor complexidade que servem de substrato para a atuagéao
dessa enzima (Mendes et al., 2003; Silva, 2008). Nos solos sob PC, o revolvimento
do solo ndo permite esse acumulo de residuos, resultando em menor atividade

enzimatica.
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3.3.6.2. Fosfatase acida

O comportamento da fosfatase acida foi similar ao observado no experimento
sob Latossolo Vermelho Amarelo, sendo o solo sob cerrado nativo aquele que
apresentou a maior atividade desta enzima, seguido dos solos sob PD e PC no
Latossolo Vermelho (Tabelas 17 e 18).

Nos dois anos avaliados, observa-se que o0s solos manejados com PD
apresentaram maior atividade da enzima fosfatase acida que aqueles sob PC. No
que diz respeito as fontes de P utilizadas, apenas em 2010 houve diferenca
significativa, sendo que as areas adubadas com ST apresentaram resultado superior
aquelas que receberam FNR.

Conte et al. (2002), avaliando os reflexos da aplicacdo de doses crescentes
de fertilizante fosfatado na atividade da fosfatase acida em solos sob PD, néo
encontraram influencia da adi¢cdo de P sobre esta enzima. No entanto, Baligar et al.
(2005), avaliando os efeitos de doses de P e S sobre as enzimas do solo, relataram
diminui¢cdo na atividade da fosfatase com o acréscimo de fertilizantes fosfatados. Um
fator que pode explicar a falta de diferenga entre a atividade da enzima das areas
adubadas com ST e FNR, é alta afinidade do P com os colbéides minerais,
especialmente os 6xidos de ferro e aluminio (Rheineimer et al., 2000), que adsorvem
o P e reduzem o seu efeito inibidor sobre a atividade da fosfatase (Conte et al.,
2002), assim, independente da fonte utilizada, seja aquela que libera maior ou
menor quantidade de P, parte do nutriente disponivel ficara retido, diminuindo,
assim, a sua influéncia sob a atividade da fosfatase. De acordo com Carneiro et al.
(2004), os elevados niveis de atividade da fosfatase no cerrado nativo associados
aos baixos teores de P evidenciam que a mineralizagcdo do P organico nas areas
nativas € um importante processo de disponibilizacao desse elemento, fato também
verificado por Conte et al. (2002) no Sul do Brasil.

Segundo Mendes et al. (2003), a maior atividade da fosfatase acida, no PD,
em relagdo ao PC, pode ser atribuida ao menor revolvimento do solo, favorecendo,
na area de PD, uma maior concentracao do adubo fosfatado na camada superficial.
Dessa forma, a inibicao das fosfatases por esses adubos nao é tao acentuada como
no PC, onde eles sdo misturados ao solo.
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3.3.6.3. Arilsulfatase

A atividade da arilsulfatase foi, novamente, maior nas areas sob PD, que
aquelas sob PC, no Latossolo Vermelho (Tabelas 17, 18, 19 e 20). Apenas em 2009,
sob PD, foi observado efeito da fonte de P, sendo que os solos adubados com FNR
apresentaram maior atividade da arilsulfatase que aqueles adubados com ST, sob o
mesmo manejo.

O fato de este experimento ter recebido planta de cobertura no inverno pode
ter aumentado a atividade da arilsulfatase nos solos sob PC, ja que, segundo Speir e
Ross (1978), a natureza da vegetacdo de cobertura pode influenciar o nivel de
atividade das enzimas do solo, além disso, a irrigagdo suplementar mantém a
umidade do solo no periodo seco, fator que também interfere na atividade
enzimatica (Lisboa, 2009).

A maior concentracdo dos anions fosfato no PD (Tabelas 5 e 6) pode estar
relacionada as maiores atividades da arilsulfatase nesse sistema de manejo, pois os
anions H,PO, e SO,4 competem entre si pelos mesmos sitios de adsorgdo nos
colbides do solo. Como o anion HoPO4 é adsorvido preferencialmente nesses sitios
(Tisdale et al., 1993), essa competicdo acarretaria uma lixiviagcdo do anion sulfato
das camadas superficiais gerando uma deficiéncia de S que resultaria em uma maior
atividade da arilsulfatase na area sob PD. Esta justificativa também vale para o
experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo, onde também se observou maior
quantidade de P extraivel nos solos manejados com PD (Tabelas 1 e 2).

Ainda de acordo com as tabelas de analises quimicas e biolégicas do solo
(Tabelas 1, 2, 5, 6; 13, 14, 17 e 18), observa-se que 0s solos sob PD apresentaram
maiores valores de matéria organica e arilsulfatase que aqueles sob PC, isto pode
ser explicado pelo fato da atividade desta enzima estar diretamente relacionada aos
niveis de matéria organica, que constitui a principal reserva de ésteres de sulfato no
solo (Nogueira e Mello, 2003) e desempenha um papel fundamental no
estabelecimento do nivel de atividade da arilsulfatase (Baligar et al., 2005).

Nas tabelas 17 e 18, pode-se observar que os tratamentos que receberam
FNR tiveram, no geral, maiores valores de atividade da arilsulfatase, e nas tabela 5 e
6, observa-se que estes tratamentos apresentaram menor quantidade de P extraivel
pela metodologia Bray1. Estes resultados vao de encontro ao observado por Baligar
et al. (2005), que nao observaram efeitos significativos da adicdo de doses
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crescentes de P sobre a arilsulfase, porém, foi encontrada relagao positiva, mas néao
significativa, entre a atividade desta enzima e o P extraivel.

Acosta-Martinez e Tabatabai (2000), avaliando os efeitos da calagem sobre
varias enzimas do solo, relataram a grande influencia exercida pelo pH em suas
atividades. Eles observaram que a arilsulfatase teve sua atividade aumentada
quando o pH também aumentou. Os autores também relatam que o aumento do pH,
causado pela calagem, tem efeito sobre as reagdes quimicas e bioquimicas e em
processos microbiolégicos, além disso, resulta em mudancas na solubilidade de
muitos compostos quimicos e melhora o ambiente e desenvolvimento das raizes das
plantas (Naftel 1965), aumenta a dindmica e a diversidade microbiana, e, portanto,
causa alteracbes significativas na atividade das enzimas (Zelles et al.,, 1990,
Bardgett e Leemans 1995). De acordo com Speir e Ross (1978), além da calagem,
as praticas de manejo, a natureza da vegetacao de cobertura e a adicdo de adubos,

organicos e inorganicos, podem influenciar o nivel de atividade das enzimas do solo.
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Tabela 17: Propriedades bioloégicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho sob vegetacao nativa (cerrado) e

cultivado com milho (ano 2009), sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato natural reativo (FNR) e
superfosfato triplo (ST).

Biomassa Microbiana  Meio King’s B Meio TSA1/10  B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase

mg C g solo 0gn*UFGg"solo  logn*UFCg'solo  PAATINOfenol g pnitofenal g pritrofenol
PC ST 426,24 6,50 6,64 a 157,89 895,14 77,84 c
PC FNR 371,04 6,50 6,57 a 158,61 898,85 87,40 c
PD ST 479,74 6,27 6,35b 212,83 1012,54 104,17 b
PD FNR 514,26 6,59 6,65 a 220,35 1029,02 167,80 a
Média de sistemas
PD 497,00 6,43 6,500 216,59 a 1020,78 a 135,95
PC 398,64 6,50 6,605 158,25 b 896,99 b 82,62
Média de fontes
FNR 442 65 6,545 6,61 189,48 963,93 127,6
ST 452,99 6,385 6,495 185,36 953,84 91,00
598,94 5,43 5,65 62,84 1262,29 70,80
Cerrado + 8,40 +0,16 +0,07 + 3,08 + 5582 +5,03

Valores seguidos por mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valores

referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de + o desvio padréo.
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Tabela 18: Propriedades bioldgicas na profundidade 0 a 10 cm em um Latossolo Vermelho sob vegetacao nativa (cerrado) e

cultivado com soja (ano 2010), sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato natural reativo (FNR) e
superfosfato triplo (ST).

Biomassa Microbiana Meio King’s B Meio TSA1/10 B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase

mg C kg solo logn°UFC g'solo  logn°UFC g solo pggﬁ-gic’flrgfﬁ?ol uggg-gglrgfﬁ_?ol pggg-gglrgfﬁ_?ol
PC ST 322,46 6,99 6,73 113,20 530,82 66,69
PC FNR 298,19 6,89 6,91 103,36 475,96 66,88
PD ST 319,90 6,80 6,83 156,77 737,69 96,34
PD FNR 372,05 6,69 6,78 168,15 702,35 138,53
Média de sistemas
PD 345,95 6,745 6,805 162,46 a 720,02 a 117,43 a
PC 310,32 6,94 6,82 108,28 b 503,39 b 66,78 b
Média de fontes
FNR 335,12 6,79 6,845 135,75 589,15 b 102,7
ST 321,18 6,895 6,78 134,98 634,25 a 81,51
e E 5 G ms e m

Valores seguidos por mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Student (p < 0,05). Valores
referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de * o desvio padréo.
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Tabela 19: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos biol6gicos determinados na profundidade 0 a 10 cm
de um Latossolo Vermelho cultivado com milho (ano 2009) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com
fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Fonte de Variacio G.L Biomassa microbiana Meio King’s B Meio TSA 1/10 B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase

Sistemas 1 4,06 ns 0,83 ns 3,46 ns 116,45 ** 19,20 * 128,44 **
Fonte de P 1 0,17 ns 4,32 ns 3,64 ns 0,58 ns 0,39 ns 60,40 **
Sist X Fontede P 1 3,29 ns 3,85 ns 9,63 * 0,40 ns 0,16 ns 32,98 **
ns= ndo significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.

Tabela 20: Valores de F e respectivos niveis de significancia, para os atributos biol6gicos determinados na profundidade 0 a 10 cm
de um Latossolo Vermelho cultivado com soja (ano 2010) sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com
fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Fonte de Variacio G.L Biomassa microbiana Meio King’s B Meio TSA 1/10 B-glicosidase Fosfatase Acida Arilsulfatase

Sistemas 1 4,18 ns 5,97 ns 0,01 ns 51,01 ** 134,60 ** 13,54 *
Fonte de P 1 0,64 ns 1,79 ns 0,27 ns 0,01 ns 5,83~ 5,68 ns
Sist X Fontede P 1 4,80 ns 0,00 ns 0,94 ns 2,26 ns 0,27 ns 5,58 ns
ns= ndo significativo * , ** significativo a 5 e 1%, respectivamente.
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3.4. Analise de componentes principais

Nos resultados das analises de componentes principais (PCA), observa-se a
representacdo (Figuras 3 e 4), em duas dimensoes, da distribuicdo dos tratamentos
avaliados de acordo com a variabilidade dos dados das propriedades dos solos
consideradas em uma matriz primaria, obtida a partir dos resultados das analises
quimicas, fisicas e biolégicas no Latossolo Vermelho Amarelo. A dispersdo dos
escores obtidos para cada um dos tratamentos em um sistema de eixos cartesianos,
representado pelos componentes principais, permite visualizar as semelhancgas entre
os tratamentos com base nas “n” variaveis analisadas, maximizando o
aproveitamento da variabilidade disponivel.

Apenas os eixos 1 e 2 foram interpretados, pois, o eixo 3, ou nao foi
significativo ou explicava pouco da variagdo. O Cerrado foi retirado das analises,
pois, com sua presenca, as diferencas entre os demais tratamentos eram
subestimadas. Isto ocorreu dada a grande discrepancia entre as areas cultivadas e o
cerrado nativo, fato observado ao decorrer de todo o trabalho.

Tanto em 2008 quanto em 2009, observa-se que as areas sob PD e PC
formaram dois grupos distintos, enfatizando, assim, a influéncia que o manejo do
solo exerce sobre suas caracteristicas. Em 2009 ainda é possivel observar que,
entre as areas sob PD, ha a formacdo de dois grupos, apontando possiveis
interferéncias causadas pelas culturas utilizadas, milho e soja, ja nas areas sob PC,
essa diferenciagao nao é tao nitida.

Quanto maior o comprimento dos raios, mais correlacionada é a variavel com
0 eixo ao qual é paralela. Raios obliquos correlacionam-se com os dois eixos. Em
2008, o eixo 1 explicou 59% da variabilidade total dos dados, sendo que a variavel
gue mais se correlacionou com este eixo foi o Al. Os demais atributos presentes na
figura 3 (fosfatase &cida; arilsulfatase; estimativa do namero total de bactérias do
solo obtida com o meio TSA; densidade do solo, MO, Ca; Mg; valor S; valor T e valor
V) tiveram maior correlacdo com o eixo 2, e foram os principais responséaveis pela
diferenciacdo entre as areas sob PD e PC. Entre tais atributos, destaca-se o
comportamento da densidade do solo, propriedade que apontou com grande
intensidade para os tratamentos sob PC, que apresentaram os maiores resultados
para esta caracteristica (Tabela 9). Ao se observar as tabelas das analises quimicas
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e bioldgicas (Tabelas 1, 2, 5, 6; 13, 14, 17 e 18) nota-se que os demais atributos
citados apresentaram valores consideravelmente maiores nos solos sob PD que
aqueles sob PC.

Em 2009 (Figura 4), o eixo 1 explicou 67% da variabilidade total dos dados, e
a variavel que mais se correlacionou com este eixo foi a biomassa microbiana dos
solos, atributo que também foi o maior responsavel pela diferenciacéo entre as areas
sob PD cultivadas com milho e soja. Tal fato pode ser comprovado ao se observar a
tabela 14, ja que a quantidade de biomassa presente na area cultivada com milho
sob PD é 60% superior aquela encontrada na area semeada com soja, sob o0 mesmo
manejo, o que ja foi discutido nos resultados das analises bioldgicas.

O eixo 2 explicou 30% da variabilidade total dos dados, e foi mais fortemente
correlacionado com as variaveis valor T, fosfatase acida e B-glicosidase, sendo que
os demais atributos (arilsulfatase, Al, P, Ca, Mg, valor S e valor V) tiveram
correlacdo com ambos os eixos. Os atributos que apresentam maior correlagdo com
0 eixo 2 sao os principais responsaveis pela diferenciacdo entre as areas manejadas
com PC e PD, e podem ser comprovadas observando-se as tabelas 14 e 2, como,
por exemplo, a B-glicosidase, que apresentou resultado até 72% superior nos solos
sob PD que aqueles sob PC.
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Figura 3: Analises de componentes principais (PCA) representando a distribuicao

dos tratamentos no experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo (2008), cultivado

com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), de acordo

com a variabilidade dos dados das propriedades dos solos consideradas na matriz

primaria.

Legenda: PD = Plantio Direto; PC = Preparo Convencional; FosfF = Fosfatase acida;

ArilS = Arilsulfatase; TSA = Estimativa do numero total de bactérias do solo obtida

com o meio TSA; DAP = Densidade do solo, MO = Matéria orgéanica, Al = Aluminio;

Ca = Calcio; Mg = Magnésio; Valor S = Soma de bases; Valor T = Soma de Bases +

H + Al; Valor V = Valor S/ Valor T.
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Figura 4: Analises de componentes principais (PCA) representando a distribuicao
dos tratamentos no experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo (2009), cultivado
com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), de acordo
com a variabilidade dos dados das propriedades dos solos consideradas na matriz
primaria.

Legenda: PD = Plantio Direto; PC = Preparo Convencional; BMS = Biomassa
Microbiana do Solo; Bglic = B-glicosidase; FosfF = Fosfatase acida; ArilS

Arilsulfatase; Al = Aluminio; P = Fésforo; Ca = Calcio; Mg = Magnésio; Valor S

Soma de bases; Valor T = Soma de Bases + H + Al; Valor V = Valor S/ Valor T.

Assim como no experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo, apenas os
eixos 1 e 2 foram interpretados no Latossolo Vermelho, pois, o eixo 3, ou néo foi
significativo ou explicava muito pouco da variagao. Novamente o Cerrado foi retirado
das andlises, pelos mesmos motivos citados no experimento sob Latossolo
Vermelho Amarelo.

Nos dois anos avaliados (Figura 5 e 6), observa-se que as areas sob PD e PC
formaram dois grupos distintos, demonstrando a forte influéncia causada pelo
manejo do solo, o que reforca os resultados encontrados no experimento sob
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Latossolo Vermelho Amarelo. Em 2009, sob a cultura do milho, ha uma clara divisdo
entre os solos adubados com ST e FNR, que comprovam que a fonte de adubo
fosfatado pode causar multiplas alteragcdes nos atributos do solo. Desse modo,
observa-se, facilmente, a formagao de quatro grupos, sao eles: ST PD, ST PC, FNR
PD e FNR PC. Ja em 2010, sob a cultura da soja, tal diferenca néo € tao evidente
quanto em 2009, sendo observado trés grupos: ST PD, FNR PD e as duas areas
sob PC, que ficaram mais agrupadas.

No que diz respeito aos eixos e atributos, observa-se que, em 2009 (Figura
5), o eixo 1 foi responsavel por 82% da variabilidade, sendo que os atributos que
mais se correlacionaram com este eixo foram o pH e a quantidade de P (obtida via
Bray 1), estes dois atributos foram os principais responsaveis pela diferenciacéo
entre as areas adubadas com ST e FNR. Tal fato é confirmado e explicado pelos
valores encontrados na tabela de atributos quimicos (Tabela 5), onde nota-se que as
areas adubadas com ST, por ser uma fonte altamente soluvel, apresentaram
quantidade de P até 292% superior aquelas encontradas sob FNR, sendo o pH
destas areas mais baixo, gracas a uma provavel acidificacdo causada pela hidrélise
do ST. A B-glicosidase foi o atributo que exerceu maior influéncia sob o eixo 2, que
explicou 14% da variabilidade total dos dados, sendo, também, a principal
responsavel pela diferenciacdo entre os solos manejados com PD e PC, resultado
corroborado pelos dados observados na tabela 17, onde a atividade da B-glicosidase
encontrada nos solos sob PD foi até 38% superior que aquela encontrada nas areas
sob PC. Os demais atributos (arilsulfatase, P, Ca, Valor S, e Valor V) tiveram
correlagcdo com ambos os eixos, influenciando, assim, na diferenciagdo entre PD e
PC e entre ST e FNR.

No experimento conduzido sob a cultura da soja, durante o ano de 2010, o
eixo 1 foi responsavel por 65% da variabilidade total dos dados, sendo que o eixo 2
corresponde pelos 35% restantes. O eixo 2 foi o principal responsavel pela
diferenciacdo entre as areas cultivadas sob PD e PC, e os atributos que tiveram
maior correlacdo com este eixo foram a B-glicosidase, a arilsulfatase, o Mg e a
matéria organica do solo. Observando os resultados das analises quimicas e
biolégicas (Tabelas 6 e 18), comprova-se a forte influéncia que os atributos citados
exercem na diferenciacdo das areas. Entre os atributos quimicos, a quantidade de
Mg nas areas sob PD chegou a ser 47% superior a encontrada nos solos sob PC,

enquanto que a MO apresentou, no maximo, um acréscimo de até 19%. Entre os
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atributos biol6gicos, a B-glicosidase apresentou, nos solos sob PD, atividade até
62% superior aquela encontradas nas areas sob PC, ja a arilsulfatase esta diferenca
chegou a 107%.

Nos dois experimentos realizados, observa-se que diversos atributos
quimicos contribuiram para a diferenciacdo entre PC e PD, ressaltando a
importancia que o manejo do solo exerce sobre sua fertilidade. Entre as
propriedades biolégicas, destaca-se a atividade enzimatica, que apareceu associada
ao PD em todas as andlises de PCA realizadas, demonstrando seu poder de
diferenciacao entre as praticas de cultivo.

Entre as trés enzimas estudadas, a que mais se destacou foi a arilsulfatase,
cuja atividade esteve sempre presente como parametro importante para separacao
das areas sob diferentes manejos, 0 que nao aconteceu com nenhum outro atributo,
seja ele quimico, fisico ou biol6gico. Mendes et al. (2005), avaliando o uso de
parametros biolégicos como indicadores de alteracbes no solo, encontraram
aumentos significativos na atividade desta enzima em todas as areas sob PD
avaliadas quando comparadas a uma area sob PC, inclusive onde o PD havia sido
implantado ha apenas um ano.

A atividade da B-glicosidase foi o segundo atributo biolégico que mais
apareceu nas analises, presente no experimento sob LVA em 2009 (Figura 4) e nos
dois anos do experimento sob LV (Figuras 5 e 6). Silva (2008), avaliando atributos
quimicos, fisicos e bioldgicos de diversos agroecossistemas em solos de Cerrado,
obteve resultados onde a B-glicosidase apontou com alta intensidade para as areas
sob PD, o que também foi observado neste trabalho. A fosfatase acida, que aparece
na representacao grafica dos resultados de PCA nos dois anos no experimento sob
LVA apontando a favor do PD, também foi destacada por Mendes et al. (2005) como
indicador sensivel para diferenciagdo de areas sob PD e PC.

Silva (2008) concluiu, com auxilio da analise de componentes principais, que
os atributos microbiolégicos apresentam alta sensibilidade para diferenciar os
sistemas estudados, fato que corrobora o encontrado em nosso trabalho e é citado,
também, por outros autores (Doran, 1980; Dick, 1994; Trasar-Cepeda et al., 1998).
Além disso, de acordo com Mendes et al. (2005), as enzimas do solo sdo capazes
de detectar alteracdes no funcionamento biolégico do solo antes mesmo que

ocorram mudancas significativas em outras propriedades, como no teor da biomassa
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microbiana, evidenciando seu potencial como indicadores sensiveis ao manejo do
solo.

Diante dos resultados apresentados se pode concluir que a atividade
enzimatica pode ser utilizada como um indicador da qualidade de solos, ja que, além
de ser sensivel ao manejo se encontra envolvida em diversas transformacdes
biogeoquimicas, como os ciclos do carbono (B-glicosidase), fosforo (fosfatase acida)

e enxofre (arilsulfatase).
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Figura 5: Analises de componentes principais (PCA) representando a distribuicao
dos tratamentos no experimento sob LV cultivado com milho (2009), sob plantio
direto (PD) e preparo convencional (PC), adubado com superfosfato triplo (ST) e
fosfato natural reativo (FNR), de acordo com as similaridades nas propriedades dos
solos consideradas na matriz primaria.

Legenda: PD = Plantio Direto; PC = Preparo Convencional; ST = Superfosfato triplo;

FNR = Fosfato natural reativo; Bglic = B-glicosidase; ArilS = Arilsulfatase; P

Fosforo; P(Bray) = Fosforo obtido pela metodologia Bray1; Ca = Calcio; Valor S
Soma de bases; Valor V = Valor S/ Valor T, PH H20 = pH em agua.
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Figura 6: Analises de componentes principais (PCA) representando a distribuicéo
dos tratamentos no experimento sob LV cultivado com soja (2010), sob plantio direto
(PD) e preparo convencional (PC), adubado com superfosfato triplo (ST) e fosfato
natural reativo (FNR), de acordo com as similaridades nas propriedades dos solos
consideradas na matriz primaria.

Legenda: PD = Plantio Direto; PC = Preparo Convencional; ST = Superfosfato triplo;
FNR = Fosfato natural reativo; Bglic = B-glicosidase; ArilS = Arilsulfatase; Mg =

Magnésio; MO = Matéria organica.
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4. CONCLUSOES

e As praticas agricolas promoveram alteracdes nas caracteristicas quimicas,
fisicas e biolégicas dos solos.

e Solos sob plantio direto apresentaram melhores condicdes fisicas, niveis de
nutrientes e propriedades bioldgicas que aqueles sob preparo convencional.

e A andlise de componentes principais agrupou e diferenciou os solos de
acordo com o manejo utilizado.

e Dentre os atributos avaliados, as atividades das enzimas B-glicosidase,
fosfatase acida e, especialmente, a arilsulfatase, demonstraram alta
sensibilidade ao manejo, sendo o seu uso indicado para se avaliar a

qualidade dos solos.
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CAPITULO 2
ESTRUTURA GENETICA E METABOLICA DAS COMUNIDADES BACTERIANAS
EM SOLOS DE CERRADO SOB PLANTIO DIRETO E PREPARO
CONVENCIONAL E SUA RELACAO COM ATRIBUTOS QUIMICOS, FiSICOS E
BIOLOGICOS DO SOLO
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RESUMO

Sabe-se que as praticas agricolas promovem diversas modificacées nas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, porém, pouco se sabe sobre sua
influéncia na estrutura genética e no perfil metabdlico das comunidades bacterianas.
Os objetivos deste trabalho foram avaliar a influéncia do manejo de solos de Cerrado
sobre a estrutura genética e o perfil metabdlico das comunidades bacterianas;
estudar suas relagcdes com os atributos quimicos, fisicos e biol6gicos desses solos
sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC) e; identificar individuos mais
representativos entre isolados bacterianos e bandas dominantes em perfis de
DGGE. Foram coletadas amostras de solo na profundidade de 0-10 cm em um
Latossolo Vermelho-Amarelo cultivado com milho e soja, sob PD e PC, e em um
Latossolo Vermelho cultivado com milho e soja, sob PD e PC e adubado com duas
fontes de fésforo, superfosfato triplo e fosfato natural reativo. Areas de cerrado
nativo, adjacentes aos experimentos, foram utilizadas como referéncia das
condicoes originais dos solos. Utilizou-se a técnica de DGGE, para avaliar a
estrutura genética, e microplacas EcoPlate™, para determinar o perfil e diversidade
metabdlica das comunidades bacterianas do solo. Para a identificacao de isolados
bacterianos e bandas de DGGE mais representativas, foi utilizada a técnica de
clonagem e sequenciamento de parte do 16S rDNA. Foi utilizado o teste estatistico
de Mantel para se avaliar a relacdo de similaridade entre a estrutura genética, o
perfil metabdlico e os atributos quimicos, fisicos e biolégicos dos solos. Solos
cultivados apresentaram estrutura genética e perfil metabdlico das comunidades
bacterianas diferentes daqueles encontrados em solos sob vegetacdo nativa de
Cerrado. As metodologias dependentes e independentes de cultivo utilizadas
acessaram porcoes diferentes da comunidade bacteriana. Individuos pertencentes
ao género Burkholderia foram as bactérias mais abundantes nos solos estudados
sob mata nativa, sob as éareas cultivadas, houve o predominio de individuos
pertencentes aos géneros Arthrobacter, Bacillus e Burkholderia. Uma grande
quantidade de bactérias desconhecidas foram observadas com a utilizagdo do
DGGE, em todas as areas estudadas. O teste de Mantel revelou que ha correlacao
significativa entre a estrutura genética, o perfil metabdlico e os atributos quimicos,
fisicos e biolégicos do solo.

Termos de indexacao: Manejo do solo, estrutura de comunidades bacterianas,
DGGE, EcoPlate™.
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ABSTRACT

It is known that agricultural practices promote several changes in the chemical,
physical and biological soil properties, but little is known about its influence on the
genetic structure and metabolic profile of bacterial communities. The objectives of
this work were to evaluate the influence of the management on the genetic structure
and metabolic profile of bacterial communities, studying their relationship with the
chemical, physical and biological parameters of Cerrado soils under no-tillage (NT)
and conventional tillage (CT) and to identify the most representative individuals using
bacterial isolates and dominant bands in DGGE profiles. Samples were collected at
depth a of 0-10 cm in a clayey Typic Haplustox planted with corn and soybean under
CT and NT systems and in an Oxisoil planted with corn and soybean under NT and
CT fertilized with two phosphate sources, triple superphosphate and reactive
phosphate rock. Areas of native vegetation, adjacent to the experiments, were used
as reference to the original conditions of the soil. The DGGE was used to assess the
genetic structure and microplates Biolog EcoPlate™ to determine the metabolic
diversity and profile of soil bacterial communities. For the identification of bacterial
isolates and most representative DGGE bands, the technique of cloning and
sequencing of part of 16S rDNA was used. The Mantel statistical test assessed the
relationship of similarity between the genetic structure, metabolic profile and
chemical, physical and biological soil parameters. Cultivated soils showed genetic
structure and metabolic profile of bacterial communities different from those found in
soils under native Cerrado vegetation. The methods dependent and independent of
cultivation accessed different parts of the bacterial community. Individuals belonging
to the genus Burkholderia were more abundant in soils under natural vegetation and
on cultivated areas there was predominance of individuals belonging to the genera
Arthrobacter, Bacillus and Burkholderia. A large amount of unknown bacteria were
observed with the use of DGGE in all observed areas. The Mantel test revealed that
there were significant correlations between the genetic structure, metabolic profile
and the chemical, physical and biological soil attributes.

Index terms: Soil management, bacterial community structure, DGGE, Biolog
EcoPlate™.
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1. INTRODUCAO

Embora menos evidente, a diversidade microbiana é tdo importante quanto a
diversidade de plantas e animais. Quanto maior a diversidade, maior a estabilidade
do ecossistema e mais eficiente o uso dos recursos disponiveis (Tétola e Chaer,
2002). A diversidade microbiana estaria relacionada a um efeito “tampao” do solo
contra estresses ambientais naturais ou causados pelo homem, e sua avaliacéao
pode envolver aspectos genéticos (riqueza e ou abundancia de genomas) e
funcionais (variedade de funcbées de decomposicdo, transformacdo de nutrientes,
promocao/supressao do crescimento de plantas, etc).

Ferramentas de biologia molecular e metodologias que permitem avaliar parte
da diversidade funcional tém sido utilizadas para o estudo do perfil das comunidades
microbianas dos solos (Kirk et al., 2004). Dentre as técnicas de biologia molecular
destacam-se as analises do DNA ribossomal, que pode ser utilizada isoladamente
ou combinada com outras metodologias, como a eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE). O DGGE permite identificar polimorfismo nos fragmentos de
mesmo tamanho do DNA obtidos de amostras da microbiota do solo (Muyzer et al.,
1993), sendo capaz de detectar individuos que ndao sdo encontrados quando se
utilizam técnicas tradicionais de plagueamento em meio de cultura (Wintzingerode et
al., 1997). Um método associado ao estudo da diversidade funcional, principalmente
de bactérias do solo, é a avaliagdo do perfil metabdlico das comunidades com o
sistema EcoPlate™ (Biolog, Inc., Hayward, CA, EUA), que mede a intensidade de
utilizacdo de diferentes fontes de carbono (Garland e Mills, 1991; Gomez et al.,
2006).

Edenborn e Sexstone (2007) mostraram que a utilizacdo de estratégias de
estudos que envolvam metodologias dependentes e independentes de cultura pode
acessar informacdes diferentes e complementares sobre as comunidades
bacterianas do solo. Sendo assim, a utilizacdo de abordagens classicas de
isolamento de bactérias em meio de cultura, associadas a obtencdo de perfis
moleculares ebu clonagem e sequenciamento para posterior
caracterizacao/identificacao de individuos representativos dessas comunidades
pode contribuir para a ampliacdo das bases cientificas no que diz respeito ao
entendimento e a preservacao da diversidade no ambiente.
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Utilizado no Brasil desde a década de 1970, o plantio direto tem-se destacado
como estratégia conservacionista de manejo do solo, considerado por Machado e
Silva (2001), como um sistema benéfico para o ambiente, devido ao aumento
notavel da taxa de infiltracado de agua no solo, a diminuicdo da erosao e perda de
nutrientes, ao aumento no teor de matéria organica na camada superficial do solo e
a maior estabilidade econdmica das comunidades rurais. Apesar das profundas
alteracoes sobre as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, pouquissimos
estudos tém avaliado os efeitos do manejo sobre as comunidades microbianas do
solo e as suas relagdes com seus outros atributos (Peixoto et al., 2010).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a influéncia do manejo de solos de
Cerrado sobre a estrutura genética e o perfil metabdlico das comunidades
bacterianas; estudar suas relagcbes com os atributos quimicos, fisicos e bioldgicos
desses solos sob PD e PC e; identificar individuos mais representativos entre
isolados bacterianos e bandas dominantes em perfis de DGGE, por meio de

sequenciamento parcial do 16S rDNA.

2. MATERIAL E METODOS

A descricao das areas de estudo e a maneira com que as amostras foram
coletadas encontram-se detalhadas no Capitulo 1.

Para as analises da estrutura e diversidade metabdlica das comunidades
bacterianas, as amostras permaneceram refrigeradas por, no maximo, 24 horas.
Parte das amostras foi mantida em freezer a -20°C até o momento da extracdo do
DNA para os estudos envolvendo PCR-DGGE.

2.1. Determinacao do perfil e diversidade metabdlica das comunidades
bacterianas

O perfil e diversidade metabdlica das comunidades bacterianas foi
determinado com o uso de microplacas Biolog EcoLog™ (Biolog, Inc. Hayward,
USA, Figura 1).
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Foram adicionados 5g de solo de cada amostra a 45mL de solucdo salina
(NaCl 0,5%). Apés agitacao a 150 rpm por 30 min, foram feitas diluicdes seriadas (2
mL em 18mL) até 10, Foram aplicados 120pL desta suspenséo 10 em cada poco
das microplacas, que, em seguida foram incubadas a 28°C. A cada 12 horas foram
realizadas leituras em espectrofotdmetro leitor de microplacas a 590nm, até a
obtencdo de uma média de desenvolvimento de cor (AWCD - “average well colour
development”) de 0,8 — 1,0 unidades de absorbancia para cada placa. Os valores de
absorbancia, obtidos com a utilizacdo de cada fonte de carbono presente nas
microplacas (Figura 2), foram utilizados para acessar informagdes sobre a estrutura
metabodlica das comunidades bacterianas, assim como, calcular os indices de

diversidade de Shannon (H) e a riqueza de substratos (S) (Zak et al., 1994).
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Figura 1: Foto de uma microplaca EcoPlate™. Pocos com coloragdo purpura sao
aqueles onde a microbiota do solo esta consumindo a fonte de carbono, sendo a
intensidade desta coloracao relacionada a intensidade de consumo de tal fonte.
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AT Az A3 A AT AZ A7 A7 Al Az A3 A7
ligua B-MetilD-  [D-Acido L-Arginina  (Agua B-Metil.D-  |D-Acido L-Arginina  |igua BMetilD-  |D-Acido L-Arginina
Glucosideo |Galacténico Glucosideo  |Galacténico Glucosideo |Galacténico
\y-Lactona \v-Lactona y-Lactona
B B2 B3 B4 B B2 B3 B4 Bl B2 B3 B4
IAcido D-Xilose D-Acido L-Asparagina [Acido D-Xilose D-Acido L-Asparagina |Acido D Xilose D-Acido L-Asparagina
Pirivico Galacturinico Piravico Galacturiinico Piravico Galacturiinico
Ester Metilico Ester Metilico Ester Metilico
Cc1 c2 C3 c4 c1 c2 C3 Cc4 c1 c2 Cc3 c4
Tween 40 i-Eritritol 2. Acido L- Tween 40 i-Eritritol 2-Acido L- Tween 40 i-Eritritol 2-Acido L-
Hidroxi- Fenilalanina Hidroxi- Fenilalanina Hidréxi- Fenilalanina
benzoico benzodico benzéico
D1 D2 D3 D4 1 D2 D3 D4 D1 D2 D3, D4
Tween 80 D-Manitol  [4-Acido L-Serina Tween 80 D-Manitol  |4-Acido L-Serina Tween 80 D-Manitol  |4-Acido L-Serina
Hidroxi- Hidroxi- Hidroxi-
benzoico benzoico benzdico
E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4
a- N-AcetiI-D: v-Acido L-Treonina |a- N-AceliI-D: y-Acido L-Treonina |q- N-AceliI-D-. y-Acido L-Treonina
Ciclodextrina|Glucosamina |Hidraxi- Ciclodextrina|Glucosamina |Hidroxi- Ciclodextrina|Glucosamina |Hidraxi-
butirico butirico butirico
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Glicogénio  |D-Acido Acido Glicil-L- Glicogénio  |D-Acido Acido Glicil-L- Glicogénio  [D-Acido Acido Glicil-L-
Glucosaminico | ltacénico  |Acido (Glucosaminico | Itacénico  |Acido Glucosaminico | ltacénico  |Acido
glutamico glutamico glutdmico
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
D-Celobiose |Glicose-1-  [Acido a- Feniletilamina | Celobiose |Glicose1-  |ficido a- Feniletilamina |D-Celobiose |Glicose1-  |fcido a- Feniletilamina
Fosfato Ketobutirico Fosfato Ketobutirico Fosfato Ketobutirico
H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3, H4 H1 H2 H3 H4
o-D-Lactose |D,L-a- D-Acido Putrescina  |eD-Lactose |D,L-a- D-Acido Putrescina  |eD-Lactose (D,L-a- D-Acido Putrescina
Glicerol Malico Glicerol Malico Glicerol Malico
Fosfato Fosfato Fosfato

Figura 2: Esquema demonstrando a localizagdo das 31 fontes de carbono diferentes

em uma microplaca EcoPlate™.

2.2. Extracao de DNA de bactérias cultivaveis e diretamente do solo

As bactérias isoladas que pertenciam aos grupos fenotipicos mais
representativos foram cultivadas em meio de cultura liquido TSA (1/10) e King’s B
por 18 h a 24 h. Apds esse periodo foi utilizado o protocolo do kit Wizard Genomic
DNA Extraction, da Promega, para extracdo do DNA dos isolados.

Para a extracado de DNA da microbiota do solo foi utilizado o kit MO Bio Ultra
Clean Soil DNA Isolation (BIOzymTC, Landgraaf, The Netherlands) conforme o
protocolo descrito pelo fornecedor.

Apés a extracao, a presenca e a integridade do DNA foram verificadas em gel
de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (C21Hz2BrNs, 2 pg mL") e
visualizados sob luz UV, seguindo protocolo estabelecido por Nibel et al. (1996). O
tamanho do DNA foi estimado por comparacdo com o marcador 1Kb DNA ladder

(Invitrogen).
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2.3. Amplificacao do gene 16S rDNA

Para o DNA extraido de isolados bacterianos, a reagcao de amplificagao foi
feita em um volume total de 25 uL, contendo 2,5 pL de tampéo 10x (100 mM Tris-
HCI (pH 9.0), 15 mM MgCI2, 500 mM KCI), 0,5 pL de dNTP (2'-deoxynucleoside 5'-
triphosphate, 10 mM), 1,0 pL de cada um dos primers (27f e 1525r, 20pmol pL™)
(Lane, 1991), 0,2 uL de Taq DNA Polimerase (GE Healthcare), 16,8 uL de agua milli
Q estéril e 3,0 yL de amostra de DNA molde (50 ng pL"'). As condicdes de
amplificagdo constaram em uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por 1 min,
seguida por 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 66 °C por 1 min e 72 °C por 2 min.

Para o DNA extraido do solo, cada amostra foi amplificada em um volume
final de 50uL, contendo 5 pL de tampéo (10x), 4 pyL de dNTPs (0,25 mM), 2 uL de
cada um dos primers (U968f-GC e L1401r, 5 pmol pL™") (Heuer et al., 1997), 0,5 pL
de Taq DNA polimerase (GE Healthcare), 1 uL de DNA molde (30 ng) e 35,5 uL de
agua milli Q estéril. As condicoes de amplificagdao consistiram em uma etapa inicial
de desnaturagédo a 94 °C por 4 min; seguida de 25 ciclos de 94 °C por 1 min, 47 °C
por 1,5 min e 72 °C por 1min, mais a extensao final a 72 °C por 15 min.

As reacdes de amplificacao foram realizadas em um termociclador MyCycler —
(BioRad Inc.), de acordo com Heuer et al. (1997) e Lovell et al. (2000) e os produtos
de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%, corados
com brometo de etideo e visualizados sob luz UV. O tamanho do DNA amplificado
foi comparado com o marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen).

2.4. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical (BioRad DCode System -
Universal Mutation Detection System, Figura 3) com placa de 20 X 20 cm, espacador
1,0 mm, conforme instrucdes do fabricante. O gradiente de desnaturantes de uréia-
formamida utilizado foi de 50% a 70%, em gel de poliacrilamida 6%.

Em cada “poc¢o” foram aplicados 30ul de produto de PCR + 5ul de tampéao de
carregamento 1X ("Gel Loading Solution", Sigma). A eletroforese foi realizada em
tampao tris-acetato-EDTA 1X (TAE) a 60°C por 18h a 70 V. Apds o término da
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corrida, o gel foi corado por 60 min em SYBR Green | (Molecular Probes, Leiden,
The Netherlands) e observado/fotografado sob luz UV.

Figura 3: Cuba de eletroforese vertical BioRad DCode System - Universal Mutation
Detection System.

2.5. Clonagem e sequenciamento

Para o DNA extraido dos isolados bacterianos, o gene 16S rDNA amplificado
por PCR foi clonado utilizando o kit pPGEM® T-easy (Promega), conforme instrucdes
do fabricante.

Bandas do gel de poliacrilamida que se apresentaram mais presentes em um
determinado tratamento e/ou as que foram mais intensas na analise de DGGE foram
recortadas. Essas bandas foram eluidas e re-amplificadas de acordo com Ferris et
al. (1996), para posterior clonagem com auxilio do kit pPGEM® T-easy (Promega).

O vetor foi inserido em células competentes via eletroporacao (resisténcia de
200 Ohms, capacitancia 25 pFd e tensdo de 1,8 Volts) sendo, em seguida,
incubadas para crescimento em placas de petri contendo meio de cultura Luria-
Bertani (LB) + ampicilina 50ug ml™" + X-gal (40pg ') + IPTG (0,5 M) por cerca de
12 horas a 37°C. Em seguida foi feita a selecdo dos clones, que é baseada na
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atividade do gene da B-galactosidase. Coldnias brancas (recombinantes) possuem
esse gene inativo e ndo produzem a enzima que cliva o X-gal, enquanto os clones
nao recombinantes sdo capazes de transcrever e traduzir a enzima, o que torna as
colénias azuis.

O DNA plasmidial das colbnias, selecionadas apés a clonagem, foi extraido e
submetido a sequenciamento em sequenciador Automatico ABI Prism 3700 DNA
Analyser (Applied Biosystems Inc.). As sequéncias geradas foram processadas, com
remocao de sequéncias provenientes de vetor e bases de baixa qualidade e
identificadas através de busca de homologia no GenBank, utilizando o programa
Blast (Altschul et al., 1990).

2.6. Tratamento dos dados e analises estatisticas

2.6.1. Perfil e diversidade metabodlica das comunidades bacterianas

Para as avaliagdes estatisticas dos resultados obtidos com as anadlises dos
indices de diversidade de Shannon e riqueza de substratos (EcoLog™), foi utilizado
0 seguinte modelo:

Yijk = y + Bj + Si + Erro ij + Fk + (SD)ik + Erro ijk,
onde: y = média geral dos dados; B = bloco/repeticdo (j = 1,2,3); S = Sistema de

manejo (i = 1,2); F = Fonte de fésforo/Cultura (k = 1,2); Erro = erro experimental.

A andlise de variancia foi feita considerando o modelo misto de maxima
verossimilhanca restrita via PROC MIXED do SAS 9.1 e quando esta apontou
significancia o teste de hipétese de Student (t) (p < 0,05) foi utilizado para distingao
das médias. Como o delineamento experimental ndo inclui as areas de referéncia
(cerrado nativo), estas ndo foram comparadas com as parcelas experimentais por
meio de contrastes. A auséncia de sobreposicao entre os valores de desvio padrao
da referéncia e os resultados dos tratamentos foi utilizado como uma evidéncia da
diferengas entre estas areas.

Os valores de absorbancia, obtidos com a utilizacdo de cada fonte de carbono

presente nas microplacas foram utilizados para criacdo de um grafico com a
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utilizagdo da analise de NMS (“Non-metric Multidimensional Scalling”) e o método
multivariado de comparagdo entre médias MRPP (“Multi-Response Permutation
Procedures”, programa PC-ORD 5.0, MjM Software, Oregon- USA).

2.6.2. Estrutura das comunidades bacterianas

Os perfis de bandas gerados pelo DGGE foram analisados pelo programa
GelCompar Il (Applied Maths, Versdo 6.0) e para a analise de agrupamento foi
usado o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) e

o coeficiente de Jaccard.

2.6.3. Relacao entre estrutura genética, estrutura metabodlica e os

atributos quimicos, fisicos e bioldgicos

Para se avaliar a relacdo de similaridade entre a estrutura genética, o perfil
metabdlico e os atributos quimicos, fisicos e biolégicos, foi utilizado o teste de
Mantel (Douglas e Endler 1982). Este teste avalia a hipdtese nula de que nédo ha
correlacdo entre duas matrizes, e foi utilizado para avaliar as associacdes entre as
matrizes geradas a partir dos perfis de DGGE, das analises em microplacas
Ecolog™ e das propriedades quimicas, fisicas e biolégicas avaliadas no capitulo 1.
Todos os testes de Mantel foram executados utilizando o método de aproximacao
assintotica e a distancia de Sgrensen, e foram realizadas utilizando o pacote PC-
ORD 5.0 (MjM Software, Oregon-USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Perfil e diversidade metabolica das comunidades bacterianas

Na area sob Latossolo Vermelho Amarelo, os resultados obtidos a partir de
microplacas Biolog EcoPlate™ (Figuras 4 e 5) demonstraram que o perfis
metabdlicos das comunidades bacterianas do solo sob cerrado nativo, nos anos de
2008 e 2009, foram diferentes dos perfis metabdlicos das comunidades de

microrganismos encontrados nos solos sob areas cultivadas. Os carboidratos B-
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metil-D-glicosideo e glicose-1-fosfato, assim como, os acidos carboxilicos acido
hidroxibutirico e acido itacénico, sdo exemplos de fontes de C que foram utilizadas
com muito maior intensidade pela comunidade microbiana associada as areas
cultivadas (dados nao apresentados) e, portanto, tém importante participacdo na
distincdo de seus perfis metabdlicos em relacdo as comunidades das areas nativas.

Em 2008, as areas sob milho, PC ou PD, nao apresentaram diferencas
significativas entre si e nem entre a area cultivada com soja sob PD, com relagéao a
utilizacdo de diferentes fontes de carbono presentes no sistema Biolog EcoPlate™.
No entanto, os diferentes manejos do solo foram capazes de influenciar o perfil
metabdlico das comunidades sob a cultura da soja, que se diferenciaram entre o PC
e o PD. No ano seguinte (2009) nao houve diferencas significativas entre o perfil
metabdlico das comunidades bacterianas do solo cultivado com soja, sob PD ou PC,
sendo estas diferentes das areas cultivadas com milho, independente do manejo
utilizado. Entretanto, os diferentes manejos do solo foram capazes de influenciar o
perfil metabdlico das comunidades sob a cultura do milho, que se diferenciaram
entre o PC e o PD. Vale ressaltar que as areas que foram semeadas com milho no
ano de 2008 foram as mesmas que receberam a cultura da soja em 2009 e ambas
nao apresentaram diferencas significativas entre os perfis metabdlicos das
comunidades bacterianas quanto ao manejo utilizado.

O fato da comunidade microbiana do solo sob area de cerrado nativo
apresentar perfil metabdlico diferente das comunidades de microrganismos do solo
sob areas de cultivo era esperado. Outros autores, como Ribeiro et al. (2006) e
Schlemmer (2007), utilizando a mesma metodologia, também observaram que as
alteracdes impostas ao ecossistema, quando se sai de uma condi¢cdo natural para
uma area agricola, afetaram a estrutura metabdlica das comunidades bacterianas.
Varios estudos tém demonstrado que diferentes genétipos de planta influenciam a
comunidade microbiana presente na rizosfera em razdo da diferenca na sinalizacao
emitida pelas raizes como exsudatos (Barea et al., 2005; Marschner et al., 2006).
Assim, ao se passar da condicao de cerrado nativo para um cenario de agricultura,
torna-se evidente a alteracdo no perfil metabdlico das comunidades bacterianas de
tal ambiente.

No que se diz respeito ao manejo do solo, Chaer et al. (2009), estudando os
efeitos da degradacao do solo na composicao e perfil metabdlico das comunidades

microbianas, observaram que quanto maior for a perturbacao do solo (quantidade de
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vezes em que o solo foi preparado com arado de discos e grade) maior € a alteracéo
no perfil metabdlico das comunidades microbianas. Lupwayi et al. (1998) mostraram
que as comunidades microbianas, em solo cultivado com trigo, apresentavam perfil
metabdlico diferente quando eram cultivadas sob PD ou PC. Gomez et al. (2004)
também detectaram diferengas no perfil metabdlico de comunidades microbianas do
solo em resposta a um gradiente de intensificacdo do uso da terra. Os resultados
destes trabalhos corroboram, em parte, as diferencas encontradas entre os perfis
metabdlicos das comunidades bacterianas dos solos estudados, que, em 2008,
apresentaram diferencas na cultura da soja cultivada sob PD daquela cultivada sob
PC, com o0 mesmo acontecendo para a cultura do milho no experimento conduzido
em 2009.
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Figura 4: Estrutura funcional das comunidades bacterianas de um Latossolo
Vermelho-Amarelo cultivado com milho e soja (ano 2008) sob plantio direto (PD) e
preparo convencional (PC), determinada pelo perfil metabdlico em microplacas
Biolog EcoPlate™ (Analise de NMS - “Non-metric Multidimensional Scalling”).
Simbolos com as mesmas letras nao diferem entre si de acordo com o método
multivariado de comparagédo entre médias (MRPP — “Multi-Response Permutation
Procedures”) a 5% de significancia. Os valores entre parénteses apds os titulos dos
eixos referem-se a percentagem da variabilidade original dos dados representada

em cada eixo.
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Figura 5: Estrutura funcional das comunidades bacterianas de um Latossolo
Vermelho-Amarelo cultivado com milho e soja (ano 2009) sob plantio direto (PD) e
preparo convencional (PC), determinada pelo perfil metabdlico em microplacas
Biolog EcoPlate™ (Analise de NMS - “Non-metric Multidimensional Scalling”).
Simbolos com as mesmas letras nao diferem entre si de acordo com o método
multivariado de comparagéao entre médias (MRPP — “Multi-Response Permutation
Procedures”) a 5% de significancia. Os valores entre parénteses apds os titulos dos
eixos referem-se a percentagem da variabilidade original dos dados representada

em cada eixo.

Ainda com base nos resultados obtidos com a utilizacdo das microplacas
Biolog EcoPlate™, a comunidade microbiana do solo sob cerrado nativo apresentou
menor indice de diversidade de Shannon (H) e menor riqueza de substratos (S) em
comparacdo com as comunidades bacterianas dos solos das areas cultivadas. De
maneira geral, ndo foram observadas diferencas significativas entre as areas sob
soja ou milho, PD ou PC (Tabelas 1 e 2).

Gomez et al. (2000), utilizando metodologia semelhante, analisaram areas
sob vegetagcdo nativa e areas sob cultivo ha 16, 26 e 40 anos, constatando vasta
diversidade nas areas sob vegetagdo nativa e demonstrando alto potencial
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metabolico e grande diversidade funcional das comunidades de microrganismos do
solo. O menor valor quanto a diversidade metabdlica foi encontrado na area sob
rotacdo de culturas ha 40 anos, na profundidade de 0-7,5 cm. Esses resultados vao
de encontro aos obtidos nesse trabalho, onde a comunidade microbiana do solo da
area sob cerrado nativo apresentou menor riqueza de substratos (S - referente ao
namero de diferentes substratos que podem ser utilizados pela comunidade
microbiana) e indice de diversidade de Shannon (H — compreende tanto a riqueza de
substratos como a intensidade com que os substratos sédo utilizados pela microbiota
do solo) quando comparada as areas cultivadas. Entretanto, variagdes na
diversidade microbiana podem ser relacionadas nao apenas a diversidade vegetal
associada a cada area, mas também as caracteristicas quimicas (pH, teores de
nutrientes) e fisicas (porosidade, estabilidade de agregados, estrutura) de cada solo
(Grayston et al., 2004). Schlemmer (2007) também observou menor diversidade
metabodlica da comunidade microbiana de solo sob cerrado nativo quando
comparado a areas sob pastagem e menor riqueza de substratos em relagdao a
areas sob pastagem e lavoura.

Fierer e Jackson (2006) mostraram que a areia de um deserto pode
apresentar uma diversidade bacteriana maior que aquela encontrada em solos da
floresta amazénica. Esses autores concluiram que a diversidade e riqueza das
comunidades bacterianas do solo diferiram de acordo com o tipo de ecossistema e
essas diferencas foram, principalmente, explicadas pelo pH. Nao foi observada
claramente nenhuma relacdo entre a diversidade de bactérias do solo e a
diversidade de plantas nos locais amostrados. Os solos de ecossistemas semi-
aridos do continente americano (pH > 6.0) apresentaram maior diversidade
bacteriana que solos da floresta amazbnica peruana (pH < 5.0). A forte correlacao
entre o pH do solo e a comunidade microbiana pode ser resultado da influéncia do
pH em varios outros atributos do solo (Fierer e Jackson, 2006). Entretanto, também
se pode esperar que o pH do solo tenha um efeito direto sobre as comunidades
microbianas, uma vez que o pH intracelular da maioria dos microrganismos é,
geralmente, proximo do neutro (Madigan et al., 1997). Sendo assim, € importante
destacar que o solo do trabalho citado anteriormente, aquele de area sob vegetacao
nativa avaliado por Gomez et al. (2000), apresentava média de pH igual a 6.2,
enquanto o solo sob cerrado nativo examinado no presente trabalho tem pH 5.0 e
essa variacao poderia explicar o comportamento dos indices de diversidade entre as
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areas nativas e as areas cultivadas avaliadas. Lupwayi et al. (1998), avaliando os
efeitos do manejo do solo e da rotagdo de culturas sobre a estrutura das
comunidades microbianas do solo, observaram que areas sob plantio direto
apresentaram maiores indices de Shannon e rigueza de substratos que aqueles sob
preparo convencional. Resultado similar foi encontrado por Chaer et al. (2009), que
observaram diminuicdo em S e H a medida que as alteracées do solo aumentaram.
Tal comportamento ndo foi observado nesse trabalho, onde a utilizagéo de distintos
sistemas de manejo nao resultou em diferengas claras relacionadas aos indices de

diversidade avaliados.

Tabela 1: indice de diversidade de Shannon (H) e riqueza de substratos (S), na
profundidade 0 a 10 cm, com base na utilizacdo de fontes de C presentes nas
microplacas Biolog EcoPlate™ pela comunidade bacteriana do solo no experimento
sob Latossolo Vermelho Amarelo, cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD)

e preparo convencional (PC), nos anos de 2008 e 2009..

Ano 2008 Ano 2009
Tratamentos H S Tratamentos H S
Milho PD 3,23 27,25 Soja PD 3,35 25,00
Milho PC 3,20 24,33 Soja PC 3,38 26,33
Soja PD 3,22 26,00 Milho PD 3,70 27,00
Soja PC 3,25 24,75 Milho PC 3,28 26,00
Média de sistemas
PD 3,22 26,62 3,53 26,00
PC 3,22 24,54 3,33 26,16
Média de culturas
Milho 3,21 25,79 3,49 26,50
Soja 3,23 25,37 3,36 25,66
corste_£5%, e o

Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de * o desvio padréo.
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Tabela 2: Valores de F e respectivos niveis de significancia, referentes ao indice de
diversidade de Shannon e riqueza de substratos determinados na profundidade 0 a
10 cm de um Latossolo Vermelho Amarelo cultivado com milho e soja, sob plantio
direto (PD) e preparo convencional (PC) nos anos de 2008 e 2009.

Ano 2008 Ano 2009
Fonte de Variaggo  G.L Shannon Riqgueza  Shannon Riqueza
Sistemas 1 0,00 ns 491 ns 4,58 ns 0,03 ns
Cultura 1 0,18 ns 2,23 ns 2,15 ns 0,69 ns
Sist X Cultura 1 0,73 ns 0,14 ns 6,62 ns 1,36 ns

ns= n&o significativo .

No experimento sob Latossolo Vermelho (Figuras 6 e 7) o cerrado foi retirado
das andlises, pois, com sua presenca, os demais tratamentos ficaram 100%
agrupados, divergindo apenas da area natural na analise de NMS (dados nao
apresentados). Isto ocorreu dada a grande discrepancia entre as areas cultivadas e
o cerrado nativo, corroborando aquilo que foi encontrado e discutido na area de
Latossolo Vermelho Amarelo.

Tanto em 2009 quanto em 2010, os perfis metabdlicos das comunidades
bacterianas dos solos adubados com ST, sob PC ou PD, ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. Em 2009, porém, observa-se diferenca significativa
entre os perfis metabdlicos gerados pelas areas adubadas com ST daqueles que
receberam FNR (Figura 6), sendo que estes também se diferenciam em resposta ao
manejo do solo, ou seja, o perfil encontrado na area sob PC FNR foi diferente do
perfil encontrado na area sob PD FNR. Ja em 2010 (Figura 7), os perfis metabdlicos
das comunidades bacterianas dos solos adubados com FNR, sob PC ou PD, néao
apresentaram a mesma diferenca encontrada em 2009, além disso, tais perfis nao
diferiram significativamente daquele gerado pelo solo adubado com ST sob PD. O
manejo do solo ndo diferenciou os perfis gerados pelas areas que receberam ST,
porém, o tratamento que recebeu ST sob PC apresentou um perfil de consumo das
fontes de C do sistema Biolog EcoPlate™ diferente daquele observado pelos solos
adubados com FNR.

O P é essencial para o crescimento vegetal e microbiano, pode ser
classificado em mineral ou organico e apresenta distribuicao de formas dependentes
de fatores como o tipo de solo, pH, vegetacao, atividade microbiana, e tipo de
fertilizantes (Daly et al., 2001). Segundo Molla e Chowdhury (1984), é provavel que
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as fungbes dos microrganismos na ciclagem do P em solos ndo adubados sejam
diferentes daqueles que receberam adubo e, de acordo com Rooney e Clipson
(2009), isto pode ser refletido com diferencas na composicdo das comunidades
microbianas. Além disso, a resposta das plantas as adicbes de fosforo no solo
também podem causar importantes alteracées nas comunidades de microrganismos.

Rooney e Clipson (2009) encontraram diferengas entre a composicdo das
comunidades microbianas de pastagens adubadas com fésforo e o controle (sem
adubacao), implicando que o fosfato pode selecionar populacbées microbianas
especificas no solo. De acordo com os resultados de nosso trabalho, pode-se supor
gue nao apenas a aplicacao de fésforo, mas também o tipo do fosfato adicionado ao
solo influenciaria essas tais populacées. Oliveira et al. (2009), avaliando a
diversidade funcional das bactérias na rizosfera de genétipos de milho contrastantes
na eficiéncia de uso de fésforo, também encontraram diferencas significativas entre
o tipo de manejo (PC e PD), o que reforca o resultado encontrado na figura 6, onde
as areas adubadas com FNR foram diferenciadas pelo manejo. Estes autores
também encontraram evidencias de que o teor de P no solo pode ter influenciado a
atividade metabdlica das bactérias nas areas estudadas.
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Figura 6: Estrutura funcional das comunidades bacterianas de um Latossolo
Vermelho cultivado com milho (ano 2009) sob plantio direto (PD) e preparo
convencional (PC), adubado com fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo
(ST), determinada pelo perfil metabdlico em microplacas Biolog EcoPlate™ (Analise
de NMS - “Non-metric Multidimensional Scalling”). Simbolos com as mesmas letras
nao diferem entre si de acordo com o método multivariado de comparacao entre
médias (MRPP — “Multi-Response Permutation Procedures”) a 5% de significancia.
Os valores entre parénteses apds os titulos dos eixos referem-se a percentagem da
variabilidade original dos dados representada em cada eixo.
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Figura 7: Estrutura funcional das comunidades bacterianas de um Latossolo
Vermelho cultivado com soja (ano 2010) sob plantio direto (PD) e preparo
convencional (PC), adubado com fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo
(ST), determinada pelo perfil metabdlico em microplacas Biolog EcoPlate™ (Analise
de NMS - “Non-metric Multidimensional Scalling”). Simbolos com as mesmas letras
nao diferem entre si de acordo com o método multivariado de comparacao entre
médias (MRPP — “Multi-Response Permutation Procedures”) a 5% de significancia.
Os valores entre parénteses apds os titulos dos eixos referem-se a percentagem da

variabilidade original dos dados representada em cada eixo.

De acordo com o exposto nas tabelas 3 e 4, também obtida a partir das
microplacas Biolog EcoPlate™, observa-se que, neste experimento, as diferencas
entre o cerrado nativo e as areas cultivadas foi menor do que aquelas observadas
no experimento anterior, assim, é légico assumir que, além do pH, como foi discutido
para os resultados obtidos no experimento em Latossolo Vermelho Amarelo, outros
fatores edéficos contribuiram para que neste experimento, sob Latossolo Vermelho,
a area nativa apresentasse indice de diversidade de Shannon e riqueza de
substratos mais proximos as areas cultivadas, de acordo com a metodologia
adotada.
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Poucas diferencas foram observadas em H e S das comunidades bacterianas
dos solos, sendo que apenas em 2009 a area manejada com PC e adubada com
FNR apresentou H inferior ao encontrado nos tratamentos PC ST e PD FNR, nao
diferindo estatisticamente da area adubada com ST sob PD. Lupwayi et al. (2010),
estudando os efeitos da adubacgéo nitrogenada com uréia de liberagdo controlada,
sob plantio direto e preparo convencional, sobre as comunidades microbianas do
solo, encontraram diferengas entre o indice de diversidade de Shannon em apenas
alguns tratamentos, sendo que, na maioria das vezes, ndo foram observadas
grandes alteragdes.

O perfil metabdlico deve ser considerado um indicador relativo de alteracoes
nas comunidades microbianas dos solos (Gomez et al., 2004) e seus resultados
devem ser interpretados com cautela, considerando que as diferentes fontes de C
representadas entre os 31 substratos das microplacas Biolog EcoPlate™ néao
abrangem plenamente a diversidade de compostos nutricionais dos ambientes
naturais (Konopka et al., 1998). Ainda, segundo Ros et al. (2008), a utilizacdo de um
método dependente de cultura como esse para avaliar a diversidade bacteriana tem
limitacoes, pois deixa de fora as bactérias que ndo podem ser cultivadas e que,
provavelmente, predominam nos solos. Apesar de apresentar limitacdes, as
microplacas Biolog™ tém sido usadas com sucesso para monitorar as mudancas
nas comunidades bacterianas no solo e em outros ambientes naturais (Classen et
al., 2003; Gomez et al., 2004; Ros et al., 2008) e diante dos resultados apresentados
e dos trabalhos aqui citados, torna-se clara a influéncia das praticas agricolas sobre
a microbiota do solo.
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Tabela 3: indice de diversidade de Shannon (H) e riqueza de substratos (S), na

profundidade 0 a 10 cm, com base na utilizacdo de fontes de C presentes nas

microplacas Biolog EcoPlate™ pela comunidade bacteriana do solo no experimento

sob Latossolo Vermelho, cultivado com milho (2009) e soja (2010), sob plantio direto

(PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato natural reativo (FNR) e

superfosfato triplo (ST).

Tratamentos 2009
H S H S
PC ST 3,22a 25,67 3,09 23,67
PC FNR 3,11b 25,67 3,01 20,67
PD ST 3,19 ab 25,33 3,07 22,33
PD FNR 3,28 a 25,67 3,07 23,33
Média de Sistemas
PD 3,23 25,50 3,07 23,83
PC 3,16 25,67 3,05 22,17
Média de fontes
FNR 3,19 25,67 3,04 22,00
ST 3,20 25,50 3,08 23,00
Cerrado 3,20 23,67 3,08 25,00
+ 0,01 + 0,58 + 0,06 +2,65

Valores seguidos por mesmas letras, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de

Student (p<0,05). Valores referentes ao cerrado nativo sdo acompanhados de + o

desvio padrao.
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Tabela 4: Valores de F e respectivos niveis de significancia referentes ao indice de
diversidade de Shannon e riqueza de substratos determinados na profundidade 0 a
10 cm de um Latossolo Vermelho cultivado com milho (2009) e soja (2010), sob
plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubados com fosfato natural
reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST).

Ano 2009 (Milho) Ano 2010 (Soja)
Fonte de Variagdo G.L Shannon Riqueza Shannon Riqueza
Sistemas 1 5,87 ns 0,25 ns 0,32 ns 0,37 ns
Fonte de P 1 0,11 ns 0,25 ns 1,51 ns 0,84 ns

Sist X Fonte de P 1 10,20 * 0,25 ns 1,51 ns 3,35 ns

ns= n&o significativo * significativo a 5%.

3.2. Estrutura genética das comunidades bacterianas

Nos dendrogramas construidos a partir dos dados obtidos com o DGGE
(Figura 8), foi observado que as estruturas das comunidades bacterianas de solos
sob areas de Cerrado nativo apresentaram similaridade de apenas 35% e 45% com
as areas cultivadas, em 2008 e 2009 respectivamente. Nas coletas realizadas em
dois anos consecutivos, foram formados grupos distintos entre as areas sob plantio
direto e o preparo convencional, na cultura do milho, com 49% (2008) e 65% (2009)
e na cultura da soja com 44% (2008) e, no maximo, 53% (2009) de similaridade.

Diferengas entre as comunidades bacterianas de solo sob Cerrado nativo e
sob cultivo também foram relatadas por outros autores em solos de Cerrado em
Santo Anténio de Goias — GO (Peixoto et al., 2006), Cristalina — GO (Bresolin et al.,
2010) e Planaltina — DF (Peixoto et al., 2010). Segundo Garbeva et al. (2004), isto
acontece, pois a estrutura das comunidades microbianas é afetada pela estrutura e
composicao da vegetacao de cobertura, devido a liberacado de formas especificas de
carbono que podem representar importantes fontes de energia. Além disso, de
acordo com Fierer et al. (2009), as comunidades microbianas do solo estao
intimamente relacionadas com o pH do solo e a relacdo C/N, fatores que sao
totalmente alterados quando se corrige o solo com o acréscimo de calcario e

fertilizantes.
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O manejo do solo também exerceu influéncia sob a estrutura das
comunidades bacterianas. Peixoto et al. (2006) avaliaram a influéncia do PC e PD
sobre a estrutura das comunidades bacterianas em um solo de Cerrado, e
encontraram diferencas entre os dois sistemas. Em outro trabalho, nessa mesma
linha, Pereira et al. (2007) encontraram diferencas ainda maiores, tendo observado
indicios de que, ap6s 14 anos, os residuos das plantas em rotagdo afetaram a
diversidade da comunidade bacteriana. Segundo Van Elsas et al. (2002), isso
ocorre, pois o manejo do solo tem grande influéncia sobre as comunidades
bacterianas do solo, em seu trabalho foi observado que o nivel de agregacao do solo
mostrou maior efeito sobre as comunidades bacterianas do que fatores como pH e o
tipo de entrada de compostos organicos.
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Figura 8: Dendrograma de similaridade da estrutura das comunidades bacterianas
de um Latossolo Vermelho-Amarelo sob Cerrado nativo e cultivado com milho e
soja, safras 2008 (A) e 2009 (B), sob plantio direto (PD) e preparo convencional
(PC), gerado pelo algoritmo UPGMA e matriz de similaridade de Jaccard a partir dos
dados obtidos da analise de DGGE.
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No experimento com diferentes sistemas de manejo e fontes de fésforo, sob
Latossolo Vemelho, se observou, na amostragem de 2009 (Figura 9 A), onde milho
era a cultura principal, a formacdo de dois grupos com 44% de similaridade, um
contendo o cerrado nativo e a area adubada com FNR sob PD, e outro grupo
contendo as demais éareas. Nesse segundo grupo, foram formados subgrupos
semelhantes em 57%, um deles contendo as areas adubadas com ST e outro com a
area adubada com FNR sob PC. O manejo separou os tratamentos adubados com
ST, sendo o PD e o PC similares em 69%.

No ano seguinte (Figura 9 B), sob a cultura da soja, também foram formados
dois grupos, que apresentaram 37% de similaridade entre si, novamente o Cerrado
nativo e a area adubada com FNR sob PD ficaram em um mesmo grupo, dessa vez
acompanhados da area adubada com FNR sob PC. No entanto, dentro desse grupo
foram formados claramente trés sub-grupos, onde a comunidade bacteriana da area
sob PC apresentou apenas 41% e a sob PD 52% de similaridade com aquela sob
Cerrado nativo. O outro grupo foi composto apenas pelas areas que receberam ST.
Nos tratamentos adubados com FNR, as comunidades sob PD e PC tiveram 41% de
similaridade entre si e nas areas que receberam ST a similaridade entre
comunidades sob PD e PC foi de 47%.

Estes resultados corroboram os obtidos na 4rea sob Latossolo Vermelho
Amarelo ja discutidos acima, onde o manejo do solo influenciou o perfil das
comunidades bacterianas do solo. No entanto, deve-se destacar que a influéncia da
fonte de P foi ainda mais preponderante para a separacao dos grupos que o sistema
de plantio. Além disso, aparentemente, o uso do FNR aliado com o PD interfere
menos na estrutura dessas comunidades, mantendo-a mais préxima das
caracteristicas originais desse solo, se levarmos em conta sua maior proximidade
com o cerrado nativo. No trabalho de Peixoto et al. (2006) os resultados também
sugerem que o solo sob PD apresenta uma estrutura da comunidade bacteriana
mais similar aquela presente sob vegetacado nativa. Esses autores acreditam que a
melhoria estrutural do solo em sistemas de PD cria as condicbes ambientais
necessarias para o restabelecimento de gendtipos microbianos nativos reprimidos
pela degradacao do solo a partir de sistemas agricolas convencionais.

Pouco se sabe sobre a influéncia de fontes de P na estrutura das
comunidades e na diversidade genética das bactérias. No trabalho de Beauregard et
al. (2010), foi avaliado o efeito de diferentes doses de fésforo em plantas de alfafa e
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encontraram-se apenas leves mudancgas na estrutura genética das bactérias do solo.
As mudancas no uso do solo associadas ao sistema de manejo e a utilizagdo de
pesticidas e fertilizantes proporcionam alteragdes nas propriedades biolégicas do
solo (Araujo e Monteiro, 2007). As aplicagdes de P podem causar, direta ou
indiretamente, mudancas nas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do solo,
aumentando os niveis de saturacdo desse nutriente. No longo prazo, estas
modificagcées podem resultar em mudangas na qualidade e funcionalidade dos solos
(Acton e Gregorich, 1995). Embora muito se saiba sobre o ciclo do fésforo nos solos,
em geral, ha pouca informacédo sobre os impactos da adubacéao fosfatada sobre as
estruturas das comunidades microbianas (Rooney e Clipson 2009).

Diante do exposto acima se pode afirmar que os sistemas de manejo do solo,
a vegetacao presente e a fonte de fosforo utilizada podem afetar a estrutura da
comunidade bacteriana do solo.
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Figura 9: Dendrograma de similaridade da estrutura das comunidades bacterianas
de um Latossolo Vermelho sob Cerrado nativo e cultivado em 2009 com milho (A) e
em 2010 com soja (B), sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), adubado
com fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato triplo (ST), gerado pelo algoritmo
UPGMA e matriz de similaridade de Jaccard a partir dos dados obtidos da analise de
DGGE.
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3.3. Identidade dos isolados bacterianos

Os resultados dos sequenciamentos parciais do gene 16 DNAr dos isolados
bacterianos, a partir de colénias predominantes selecionadas dos meios TSA 1/10 e
King’'s B, sao apresentados em funcdo de sua homologia com sequéncias
depositadas no banco de dados do “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI).

No experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo (tabelas 5 e 6), nas areas
sob cultivo, independente da cultura, manejo, meio de cultura utilizado ou da safra
(2008 ou 2009), bactérias Arthrobacter spp. foram dominantes, com 30 dos 42
isolados pertencentes a esse género. Arthrobacter estd entre as mais comuns de
todas as bactérias de solo. Segundo Moreira e Siqueira (2006), bactérias do género
Arthrobacter podem assumir diferentes formas (pleomorfismo), sdo comuns tanto no
solo quanto na rizosfera, participam da degradacao da celulose, sdo capazes de
decompor carbamatos como o aldicarbe, apresentando, portanto, potencial para
biorremediacao, além de serem oxidadoras de enxofre, participando da ciclagem
desse nutriente. Miller et al. (1989), assim como Gomes et al. (2001), também
mostraram que as populacbes dominantes na rizosfera de plantas de milho
pertenciam ao género Arthrobacter. Dentre as explicacdes para a predominancia de
Arthrobacter nos solos estdo sua extrema resisténcia a seca e sua versatilidade
nutricional (Jones e Keddie, 1992). No entanto, o papel dessas bactérias no solo e
na rizosfera é praticamente desconhecido (Gomes et al., 2001).

Dentre os 12 isolados restantes analisados nas areas cultivadas, trés outras
actinobactérias, assim como o Arthrobacter, foram isoladas, uma Corynebacterium
na cultura do milho sob PC e duas Streptomyces nas culturas do milho e soja, sob
PC e PD respectivamente, todas na safra 2009.

As actinobactérias, também denominadas actinomicetos por apresentarem
semelhancas com fungos, compreendem espécies de patdégenos humanos e
animais, mas, também espécies exclusivamente isoladas de solo. Sdo produtoras de
metabdlitos como antibidticos e enzimas, estando envolvidas no processo de
decomposicado de materiais organicos, como celulose, quitina, lignocelulose, humus,
caseina e amido, estabelecendo, assim, um papel crucial no volume de matéria

organica e ciclagem de C (Lacey, 1973; Moreira e Siqueira, 2006). Podem participar
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também do ciclo do P, sintetizando fosfatases capazes de hidrolisar o P de
compostos organicos. Alguns géneros podem estabelecer simbiose radicular com
formacao de nédulos e fixagdo biolégica de N em algumas plantas leguminosas
(Moreira e Siqueira, 2006). Actinobactérias do género Corynebacterium também
podem ser capazes de atuar na nitrificacdo, ou seja, na conversdao do aménio em
nitrato. Strepfomyces é muito abundante em solos, tendo merecido destaque em
estudos de bioprospeccdo devido a sua versatilidade na producdo de diversos
produtos naturais de ampla atividade biolégica (Hodgson, 2000)

De acordo com Coelho e Drozdowicz (1978), em solos de Cerrados com
vegetacdo nativa, a ocorréncia das populacdes de actinomicetos na comunidade
microbiana apresenta predominancia do género Streptomyces. Perturbacdes no solo
através de praticas agricolas, como a calagem, tém resultado em desequilibrios das
populacbes na comunidade microbiana, favorecendo as populacbes de
actinomicetos (Cattelan e Vidor, 1990; Pereira et al., 1996). Essa influéncia da
agricultura sobre a populacdo microbiana dos solos ficou evidente em nossos
resultados, porém, foi Artrhobacter e nao Streptomyces, o género dominante nas
areas cultivadas estudadas.

Bactérias do género Bacillus foram as mais encontradas apds Arthrobacter,
sendo que 5 isolados identificados, todos presentes em areas cultivadas com milho.
De acordo com Siqueira e Franco (1988), bactérias do género Bacillus estdo entre
aquelas de maior ocorréncia nos solos, juntamente com Arthrobacter,
Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Xanthomonas e Micrococus. Assim
como Arthrobacter, alguns Bacillus também apresentam potencial para
biorremediacdo. Além disso, sao especialistas na decomposicdo de xilanas
(hemicelulose), degradam pectinas e complexos lignocelulosidicos, sao capazes de
efetuar a nitrificacéo e a solubilizacéo de fosfatos, participando, assim, do ciclo do N
e do P, respectivamente (Moreira e Siqueira, 2006). Tanto Bacillus cereus quanto
Bacillus thurigiensis sao utilizados na producdo de biopesticidas, pois, essas
bactérias s&o, geralmente, entomo-patogénicas (Polanczyk, 2004). Bacillus
thuringiensis é a espécie de maior importancia no controle de pragas agricolas,
sendo uma bactéria Gram-positiva, aerdbica ou anaerdbica facultativa,
caracterizando-se pela producdo de corpos paraesporais, denominados cristais
(Brobowsky et al., 2003) que sao formados por diferentes polipeptidios, conhecidos
como proteinas Cry, com atividade inseticida a diversas ordens de insetos, além de

121



nematéides, protozoarios e acaros (Capalbo et al., 2005). Ja Bacillus cereus, com
esporos cilindricos e elipticos, geralmente em posicdo central, é considerada nao-
cristalifera, embora possa causar viruléncia e patogenicidade em espécies de
insetos (Habib e Andrade, 1998). Portanto, ndo é surpresa que essas bactérias
tenham sido indentificadas nas areas cultivadas com milho, uma planta hospedeira
de pragas que podem ser infectadas por Bacillus, como a lagarta do cartucho
(Spodoptera frugiperda) e a broca européia (Ostrinia nubilalis). Além de Bacillus,
outro organismo pertencente a classe Bacilli foi isolado, o Paenibacillus, encontrado
em area cultivada com soja sob PD, na safra 2008. Paenibacillus é outra bactéria
comum de solo, e segundo Timmusk et al. (1999) sdo capazes de fixar nitrogénio,
solubilizar fésforo no solo, produzir antibidticos, auxina, citocinina, quitinase e
enzimas hidroliticas, bem como a promoc¢ao da porosidade do solo.

Completando a lista de individuos identificados nas &reas cultivadas estao
dois isolados de Pseudomonas presentes em solo cultivado com soja e um isolado
de Bradyrhizobium, também oriundo de &rea de soja, sob PD, na safra 2009.
Espécies de Pseudomonas constituem um importante grupo em solos agricolas, elas
sdo capazes de colonizar as raizes e produzir compostos antifungicos, que séo
importantes na supressao biolégica de doencas de plantas no solo (Haas e Défago,
2005). Um exemplo sédo as Pseudomonas que produzem 2,4 - diacetylphloroglucinol
(PHL) e / ou acido cianidrico (HCN), que sao particularmente eficazes no controle
bioldgico de uma ampla gama de doencas do solo em diversas culturas (Rezzonico
et al.,, 2007). Ja o género Bradyrhizobium é de grande importancia na agricultura,
essas bactérias sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico em simbiose com
algumas leguminosas como a soja. Segundo Hungria et al. (2007), todo N requerido
pela cultura da soja pode ser suprido pela fixacdo biolégica de nitrogenio. Se
considerarmos os 23,5 milhdes de hectares plantados com soja no Brasil, a
economia proporcionada pela nao utilizagdo de adubos nitrogenados é da ordem de
R$ 15,5 bilhdes (Mendes et al., 2010). A ocorréncia desta bactéria ja era esperada,
pois a soja foi inoculada com esta bactéria no momento do plantio.

Os isolados predominantes no solo sob Cerrado nativo foram identificados
como pertencentes ao género Burkholderia (6 entre 12 isolados), bactérias
totalmente distintas das presentes nas areas cultivada. Além desses, foram
encontrados, ainda, 4 isolados de Bacillus, um de Streptomyces e um de

Pseudomonas.
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De acordo com os resultados obtidos, as bactérias cultivaveis mais comuns
no solo sob Cerrado nativo avaliado pertencem ao género Burkholderia.
Provavelmente, apds a conversdao do cerrado para area agricola, implicando na
alteracao de diversas caracteristicas originais do solo, essas bactérias deixaram de
ser dominantes dando lugar as actinobactérias do género Arthrobacter. Além disso,
nao se pode deixar de citar a supressao da vegetacao nativa para o cultivo de milho
e soja como um dos fatores que podem ter levado a essa mudanca das bactérias
dominantes em cada éarea. Claramente as comunidades microbianas podem ser
influenciadas pela vegetacdo (Watkinson, 1998). Espécies de plantas diferentes
podem influenciar a composicdo das comunidades microbianas devido as diferentes
respostas das populacdées de microrganismos aos diferentes padrées de exsudacgao
radicular (Miller et al., 1989). Mahaffee e Kloepper (1997) afirmaram, com base nos
seus resultados, que Bacillus e Arthrobacter eram as bactérias de solo cultivaveis
mais dominantes.

O género Burkholderia apresenta amplo potencial agricola e biotecnolégico
por apresentar espécies com capacidade para a fixagao bioldgica de nitrogénio, a
producédo de fitormébnios, a supressao de alguns fitopatdbgenos, a possibilidade de
controle de pragas, acao biorremediadora e producao de biopolimeros (Perin et al.,
2006). Salles et al. (2004) afirmaram que o histérico de uso da terra tem mais
influéncia sobre a comunidade de Burkholderia que as espécies de plantas
presentes em uma determinada area. Algumas Burkholderias possuem a
capacidade de colonizar a rizosfera de plantas como milho, trigo, arroz, capim,
aveia, tremoco e café em altas densidades populacionais, podendo, assim, expandir
o potencial de aplicacdo destes microrganismos (van Elsas et al.,, 2002). Por
exemplo, Baldani et al. (2000) isolaram, no Brasil, uma espécie endofitica de
Burkholderia de plantas de arroz, que se mostrou capaz de fixar 31% do nitrogénio
total capturado pela planta. Eles ainda demonstraram que a inoculagédo de arroz com
essa espécie levou a um aumento de 69% na producao de biomassa da planta.
Além disso, os aumentos no rendimento de culturas devido a introducado de cepas
diazotréficas de Burkholderia também foram observados em cana e milho (Riggs et
al., 2001). Segundo Reis Junior et al. (2010), a nodulacdo em plantas nativas
pertencentes ao género Mimosa, do qual o Cerrado é o maior centro de diversidade,

€ decorrente, em sua grande maioria, da simbiose com bactérias do género
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Burkholderia e, provavelmente, a fixacao biolégica promovida por essa interacao é
valiosa para a ciclagem do N nesse Bioma.

Tabela 5: Identidade das sequéncias parciais do 16S DNAr de isolados bacterianos
de area sob Latossolo Vermelho-Amarelo (anos 2008 e 2009), selecionados do meio
de cultura TSA 1/10, comparadas com seqliéncias depositadas no NCBI utilizando o
programa BLAST para analises.

Isolado Identificacao N° de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)
Milho Plantio Direto
---Ano 2008 - - -
12 Arthrobacter sp. gblFJ267540.11 405/440 (92%) Actinobacteria
57 Bacillus cereus gbICP001186.11 778/786 (98%) Bacilli
---Ano 2009 - - -
518 Arthrobacter alkaliphilus dbjlAB248527.2I 855/867 (98%) Actinobacteria
528 Arthrobacter sp. gblAF408967.11 898/916 (98%) Actinobacteria
548 Arthrobacter sp. gblAF408967.11 858/874 (98%) Actinobacteria
Milho Preparo Convencional
---Ano 2008 - - -
22 Arthrobacter sp. dbjlAB248533.11 682/697 (97%) Actinobacteria

18 Arthrobacter sp. gblEU342346.1| 666/676 (98%) Actinobacteria

51 Arthrobacter sp. gblAY651318.11 278/287 (96%) Actinobacteria
---Ano 2009 - - -
70S Arthrobacter pascens gblFJ390469.11 877/899 (97%) Actinobacteria
778 Arthrobacter sp. dbjlAB248530.11 892/916 (97%) Actinobacteria
89S Streptomyces sp. gblAY314785.1I 869/891 (97%) Actinobacteria
Soja Plantio Direto
- - - Ano 2008 - - -

8 Arthrobacter sp. gblFJ517623.11 7447761 (97%) Actinobacteria
55 Arthrobacter sp. gblEF078488.11 714/726 (98%) Actinobacteria
56 Arthrobacter sp. gblFJ389669.1I 645/661 (97%) Actinobacteria

---Ano 2009 - - -
8S Arthrobacter sp. gblGQ288420.11 801/815 (98%) Actinobacteria
26S Bradyrhizobium sp. gblFJ959100.11 789/807 (97%) a-proteobacteria
46S Streptomyces lavendulae gblEF469608.11 816/830 (98%) Actinobacteria
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10
17

45
288
78S

23
24
49

1S
3S
5S

Soja Preparo Convencional

---Ano 2008 - - -
Arthrobacter sp. gblAF408967.11
Arthrobacter sp. gblEF078488.11

---Ano 2009 - - -
Arthrobacter sp. gblAF408967.11
Arthrobacter sp. g¢blEF110914.11

Arthrobacter nitroguajacolicus emblFN908764.1|

Cerrado
---Ano 2008 - - -
Burkholderia sp. gblAF508806.11
Burkholderia sp. gblAF508806.11
Burkholderia sp. gblCP000151.11

---Ano 2009 - - -

emblAJ539175.11
gblEF139182.11
gblGQI181152.11

Bacillus cereus
Burkholderia tropica

Burkholderia sp.

729/740 (98%)
737/745 (98%)

895/918 (97%)

700/700 (100%)

874/893 (97%)

T13/742 (96%)
515/525 (98%)
T13/718 (99%)

873/887 (98%)
808/825 (97%)
754/773 (97%)

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria

B-proteobacteria
B-proteobacteria

[-proteobacteria

Bacilli
B-proteobacteria

B-proteobacteria

Tabela 6: Identidade das sequéncias parciais do 16S DNAr de isolados bacterianos

de area sob Latossolo Vermelho-Amarelo (anos 2008 e 2009), selecionados do meio

de cultura King’'s B comparadas com sequéncias depositadas no NCBI, utilizando o

programa BLAST para analises.

Isolado Identificacao N°de acesso  Identidade %) Subdivisao (Classe)
Milho Plantio Direto
---Ano 2008 - - -
15 Arthrobacter sp. dbjlAB248530.11 812/841 (96%) Actinobacteria
33 Bacillus cereus gbICP001283.11 495/515 (96%) Bacilli
---Ano 2009 - - -
61S Arthrobacter sp. gblFJ890893.1I 843/859 (98%) Actinobacteria
63S Arthrobacter sp. gblFJ890893.11 851/860 (98%) Actinobacteria
65S Arthrobacter ureafaciens emblFN433020.11  658/674 (97%) Actinobacteria

Milho Preparo Convencional
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39
43

208
228
60S

44

198
91S

37

10S
18S
66S

31
32
46

14S
218
328

---Ano 2008 - - -

gbIM23411.1I
gbICP001186.11
gbICP001186.11

Arthrobacter globiformis
Bacillus cereus

Bacillus cereus
---Ano 2009 - - -

gblAY853168.11
emblAJ439343.1I

Bacillus sp.

Corynebacterium pseudodiphthericum

Arthrobacter sp. gblAY336539.1I
Soja Plantio Direto

---Ano 2008 - - -
Arthrobacter sp. gblEU086825.1

Paenibacillus sp. gblFJ267562.1I

--=-Ano 2009 - - -

gblHM439651.11
gblFJ890893.11

Pseudomonas fluorescens

Arthrobacter sp.

746/759 (98%)
721/738(97%)
897/904 (99%)

901/921 (97%)
712/737 (96%)
702/714 (98%)

748/765 (97%)
618/647 (95%)

432/433 (99%)
896/917 (97%)

Soja Preparo Convencional

---Ano 2008 - - -

dbjlAB098573.1I
gblEU099412.11

Arthrobacter globiformis

Pseudomonas sp.
---Ano 2009 - - -

gblGU332594.11
gblAY167845.11
gblAF408967.1I

Arthrobacter niigatensis
Arthrobacter chlorophenolicus

Arthrobacter sp.

Cerrado

--=-Ano 2008 - - -

oblAY463204.1]
gbICP001186.1
emblAM292316.1

Pseudomonas sp.
Bacillus cereus

Bacillus thuringiensis
---Ano 2009 - - -

dbjlAB252074.1I
dbjlAB184594.1I
gblFJ189786.11

Burkholderia tropica
Streptomyces tsukiyonensis

Bacillus cereus

831/872 (99%)
410/416 (98%)

431/433 (99%)
898/916 (98%)
7571763 (99%)

253/257 (98%)
557/570 (97%)
514/528 (97%)

636/653 (97%)
916/934 (98%)
905/925 (97%)

Actinobacteria
Bacilli
Bacilli

Bacilli
Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria
Bacilli

y-proteobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

y-proteobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria

y-proteobacteria
Bacilli
Bacilli

-proteobacteria
Actinobacteria
Bacilli
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Ao contrario do que foi observado nas areas sob Latossolo Vermelho
Amarelo, 8 bactérias classificadas como Burkholderia foram isoladas de solo sob
cultivo no Latossolo Vermelho (Tabelas 7 e 8), sendo o género mais predominante
nesse experimento. Tal diferenca pode ser atribuida a uma séria de fatores, como
por exemplo, o tipo de solo, manejo adotado e utilizacdo de fontes diferentes de
fésforo na adubacdo. Neste experimento utilizou-se o milheto como planta de
cobertura e irrigacdo suplementar no periodo de seca, alterando, assim, a umidade,
temperatura e quantidade/tipo de residuos no solo, fatores que, segundo Xavier et
al. (2006), exercem grande influéncia sobre a populagdo microbiana.

Dentro da classe das B-proteobacterias, a qual pertencem as burkholderias,
também foram identificados 2 isolados de Ralstonia em &reas sob PC, um isolado de
Cupriavidus e um isolado de Variovorax ambos na safra 2010, no tratamento com
fosfato natural e preparo convencional. O género Ralstonia possui espécies
amplamente citadas como bactérias causadoras de doencas em plantas (Schénfeld
et al., 2003, Prior e Fegan, 2005), enquanto Cupriavidus possui espécies capazes de
fixar nitrogénio atmosférico em nddulos formados em raizes e caules de
leguminosas (Barret e Parker, 2006), ja Variovorax esta envolvida em processos
como a promogao de crescimento de plantas e a remediagdo de xenobidticos
(Jamieson et al., 2009).

Com 7 entre 40 isolados analisados, bactérias identificadas como Bacillus
formaram um dos grupos mais abundantes nesta area. Ainda dentro da classe Bacilli
foi isolada uma bactéria com alta similaridade com Paenibacillus xynalilyticus, na
safra de 2009, no tratamento com superfosfato triplo e preparo convencional.

Apresentando alta similaridade com o género Arthrobacter foram encontrados
7 isolados e dentro da classe Actinobacteria ainda foram identificados 2 isolados de
Leifsonia, um isolado de Streptomyces, uma Lechevalieria, uma Lentzea, uma
Microbacterium e um Actinomycete. O género Leifsonia tem espécies que ja foram
isoladas de diversos ambientes, como amostras de solo, galhas de nematoides e até
de agua de um lago antartico (Reddy et al., 2003), além disso, a espécie Leifsonia
xyli subsp. xyli foi descrita como a responsavel pelo raquitismo da soqueira, uma
doenca cosmopolita da cana-de-acucar (Gillaspie, 1989). Bactérias do género
Lechevalieria (anteriormente classificadas como Saccharothrix) sdo capazes de

produzir antibiéticos, antifungicos, antitumores e até herbicidas como o fosfinotricina.
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Mais recentemente, Lee et al. (2004) isolaram de uma cultura de Lechevalieria
aerocolonigenes a thiobutacina, substancia capaz de inibir fungos fitopatogénicos
como Phytophthora capsici e Botrytis cinerea, além da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Bactérias do género Lentzea sédo estimuladas pela presenga de quitina
no solo e utilizam este composto como fonte de carbono e nitrogénio (Hjort et al.,
2006). A producgao de quitinase por essa bactéria também é citada como mecanismo
de controle biolégico contra fungos fitopatogénicos, como por exemplo,
Plasmodiophora brassicae (Kobayashi et al., 2002). Microbacterium tem sido isolado
de uma vasta gama de habitats, por exemplo, plantas, dgua, solo, ar, produtos
lacteos e seres humanos (Dastager et al., 2008).

Em solo sob PC adubado com FNR, ainda foram identificados dois isolados
pertencentes ao género Pantoea, da classe das y-proteobacterias e um isolado
apresentando alta similaridade com uma bactéria ndo cultivada presente no banco
de dados do NCBI. No solo cultivado com soja (safra 2010) sob PD e adubado com
FNR foram identificadas uma Chryseobacterium (Classe Flavobacteria) e um isolado
de Rhizobium (a-proteobacteria). Um Acinetobacter (y-proteobacteria) também foi
isolado nessa safra em solo sob PD, mas adubado com ST.

De acordo com Francés et al. (2006), o género Pantoea, isolado de uma vasta
gama de habitas como plantas, agua, solo e animais, apresenta potencial para o
controle biolégico de doencgas flngicas e bacterianas de pré e pds colheita,
entretanto, em outros estudos, algumas espécies de Pantoea foram relatadas como
patogénicas, causando doencas de plantas como a murcha vascular em milho
(Stewart, 1987), galha em raizes de beterraba (Burr et al., 1991) ferrugem bacteriana
em Eucalyptus (Coutinho et al., 2002) e a necrose da haste em plantas de arroz
(Cother et al., 2004). Por outro lado, algumas espécies de Pantoea sao
consideradas promotoras de crescimento em plantas. Luz (2001) afirmou que
Pantoea agglomerans foi capaz de aumentar o crescimento de plantas de trigo e
reduzir a ocorréncia de fungos patogénicos. Assumpcao et al. (2009) relatam que
Pantoea sp. € capaz de produzir o &cido indol acético, um fitorménio relacionado
com a promog¢ao do crescimento radicular.

O isolado 84D apresentou alta similaridade com uma bactéria identificada
apenas como Uncultured bacterium (bactéria ndo cultivada), citada por Byrne et al.

(2009) em um estudo sobre as variagcbes das condigdbes ambientais nas

128



comunidades microbiologicas em hidrotermas profundas do Atlantico. Porém,
nenhum detalhe sobre esta bactéria foi relatado.

Os membros do género Chryseobacterium ocorrem em uma variedade de
ambientes, incluindo solo, agua salgada e doce, leite cru, frango, peixes doentes,
lama e biorreatores (Quan et al., 2007), sendo citada como decompositora de
atrazina (Zhou et al., 2007), substancia utilizada como herbicida, que, inclusive, foi
utilizada nas areas avaliadas nesse estudado.

As bactérias de solo do género Rhizobium interagem simbioticamente com
leguminosas, resultando na formagdo de nddulos nas raizes em que as bactérias
fixam nitrogénio (Long, 1989), além disso, o rizdbio e algumas bactérias do género
Pseudomonas e Bacillus, estdo entre os microrganismos mais eficientes em
solubilizar fosfatos inorganicos pouco solUveis presentes no solo (Rodriguez e
Fraga, 1999).

Acinetobacter € uma bactéria de ocorréncia ubiqua no solo e na agua,
podendo ser agente importante na mineralizacdo aerdbia de matéria organica na
natureza. Uma propriedade marcante destas bactérias é a sua capacidade de
crescer a custa de uma grande variedade de compostos organicos como fonte Unica
de carbono e de nitrato como Unica fonte de nitrogénio. Outra propriedade é a sua
taxa de crescimento relativamente elevada a 30° C (Baumann, 1968). Ogut et al.
(2010), avaliando cepas de Acinetobacter com alto potencial de solubilizacéo de P in
vitro, encontraram uma relacao linear entre a solubilizagdo bacteriana de P em meio
liguido e o conteudo de P nas plantas inoculadas, porém, tal aumento de fésforo na
planta ndo esta bem esclarecido.

Nesse experimento além de PC e PD também foi inserido o fator adubagao
fosfatada, com a utilizacdo de uma fonte mais solavel (ST) e outra pouco soluvel
(FNR). Nesse contexto, a presenca de organismos reconhecidos como
solubilizadores de fosfatos poderia ser interessante, principalmente nos tratamentos
onde foi aplicado o FNR. Varios autores relatam que algumas espécies de Bacillus
sao capazes de solubilizar fosfatos (Banerjee et al., 2010, Rodriguez e Fraga, 1999)
tendo sido até mesmo utilizados em inoculantes de solubilizadores (Moreira e
Siqueira, 2006). Malboobi et al. (2009), estudando estirpes promissoras de bactérias
solubilizadoras de fosforo, destacam a alta atividade de fosfatase produzida por
Pantoea agglomerans, que de acordo com Son et al. (2006) € capaz de se

desenvolver em uma faixa de pH de 3 - 11 e sob temperatura de 5 — 45°C. Além
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destas, foram citadas como solubilizadoras de fosfatos bactérias do género
Actinomycete (Barreto et al.; 2008), Arthrobacter (Aipova et al., 2010), Streptomyces
(Sousa et al., 2008), Chryseobacterium (Chen et al., 2006), Citrobacter,
Pseudomonas, Burkholderia e Rhizobium (Rodriguez e Fraga, 1999). A presenca
dessas bactérias pode auxiliar na disponibilidade de fésforo para as culturas,
melhorando, assim, a eficiéncia dos fertilizantes fosfatados, inclusive de fontes
pouco soluveis como o fosfato natural reativo.

Assim como o observado no experimento anterior, os isolados predominantes
no solo sob Cerrado nativo foram identificados como pertencentes ao género
Burkholderia (5 entre 9 isolados), e além desses, foram encontrados, ainda, isolados
relacionados aos géneros Arthrobacter (1 isolado), Streptomyces (2 isolados) e
Bacillus (1 isolado).

De acordo com os resultados de identificacdao das bactérias predominantes
nos dois solos estudados, fica evidente a maior diversidade de organismos
apresentada no experimento sob Latossolo Vermelho (17 géneros em 6 classes de
bactérias, além de uma bactéria desconhecida) em comparacdo ao Latossolo
Vermelho Amarelo (7 géneros em 4 classes). Além das caracteristicas intrinsecas de
cada solo, assim como ja foi discutido sobre a presenca de bactérias do género
Burkholderia em é&reas sob cultivo, os distintos manejos adotados nos dois

experimentos podem ser fatores determinantes para explicar essas diferencas.

Tabela 7: Identidade das sequéncias parciais do 16S DNAr de isolados bacterianos
de area sob Latossolo Vermelho (anos 2009 e 2010) selecionados do meio de
cultura TSA 1/10 comparadas com sequiéncias depositadas no NCBI, utilizando o
programa BLAST para analises.

Amostra Identificacao N° de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)

Superfosfato Triplo Preparo Convencional

- - - Ano 2009 (Milho) - - -
70D Paenibacillus xylanilyticus gblFJ696707.11 885/902 (98%) Bacilli
75D Ralstonia sp. dbjlAB503703.11 860/882 (97%) -proteobacteria
78D Arthrobacter alkaliphilus dbjlAB248527.2| 868/883 (98%) Actinobacteria
- - - Ano 2010 (Soja) - - -
247 Microbacterium oxydans emblAM921642.11 7761795 (97%) Actinobacteria
251 Burkholderia sp. dbjlAB545645.11 911/921 (98%) [B-proteobacteria
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252

82D
88D

272
275

76D
79D
84D

234
254
255

72D
74D
89D

225
257
277

67D

221
230
235

Uncultured Ralstonia sp. gblEU705607.1I 972/1000 (97%)

Superfosfato Triplo Plantio Direto

- - - Ano 2009 (Milho) - - -

781/800 (97%)
896/911 (98%)

Arthrobacter sp. gblFJ890893.11

gblEU593597.11

Lechevalieria aerocolonigenes

- - - Ano 2010 (Soja) - - -
Burkholderia sp. dbjlAB232333.1| 874/889 (98%)
Acinetobacter calcoaceticus gblFJ976598.1I 839/866 (96%)

Fosfato Natural Reativo Preparo Convencional

- - - Ano 2009 (Milho) - - -

908/923 (98%)
594/601 (98%)
870/945 (92%)

Pantoea ananatis dbjlAB297969.11
gblFJ800557.11

emblFM?242723.1|

Burkholderia sp.

Uncultured bacterium
- - - Ano 2010 (Soja) - - -

892/916 (97%)
884/898 (98%)
907/925 (98%)

Pantoea agglomerans gblEF102834.11
dbjlAB248530.11

gblEU372974.1I

Arthrobacter sp.
Bacillus sp.

Fosfato Natural Reativo Plantio Direto

- - - Ano 2009 (Milho) - - -
Bacillus sp. gblAY853168.11 910/933 (97%)
Bacillus sp. gblAY853168.11 848/867 (97%)
Lentzea sp. gblFJ214358.11 854/863 (98%)

- - - Ano 2010 (Soja) - - -

Burkholderia cepacia gblHM?224394.1| 877/887 (98%)

Rhizobium sp. gblAF510388.1! 852/872 (97%)
Chryseobacterium indologenes gblAY050493.11 917/936 (97%)
Cerrado
---Ano 2009 - - -
Bacillus cereus gblFJ189786.11 664/674 (98%)
---Ano 2010 - - -
Burkholderia sp. gblGU966532.11 936/962 (97%)

919/931 (98%)
879/893 (98%)

Streptomyces sp. dbjlAB572859.11

Arthrobacter sp. dbjlAB248530.11

B-proteobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

[-proteobacteria

y-proteobacteria

y-proteobacteria

[-proteobacteria

y-proteobacteria
Actinobacteria

Bacilli

Bacilli
Bacilli

Actinobacteria

[-proteobacteria
a-proteobacteria

Flavobacteria

Bacilli

B-proteobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria
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Tabela 8: Identidade das sequéncias parciais do 16S DNAr de isolados bacterianos

de area sob Latossolo Vermelho (anos 2009 e 2010) selecionados do meio de

cultura King’'s B comparadas com seqléncias depositadas no NCBI, utilizando o

programa BLAST para analises.

Amostra Identificacao N° de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)
Superfosfato Triplo Preparo Convencional
- - - Ano 2009 (Milho) - - -
77D Arthrobacter sp. dbjlAB248530.11 711/729 (97%) Actinobacteria
- - - Ano 2010 (Soja) - - -
181 Burkholderia sp. dbjlAB545645.11 876/889 (98%) -proteobacteria
191 Bacillus sp. gblFJ601631.11 584/611 (95%) Bacilli
214 Burkholderia cepacia gblGQ246182.11 885/907 (97%) B-proteobacteria
Superfosfato Triplo Plantio Direto
- - - Ano 2009 (Milho) - - -
61D Bacillus cereus gblGQ360073.11 502/506 (99%) Bacilli
63D Bacillus sp. gblGU566345.11 604/606 (99%) Bacilli
- --Ano 2010 (Soja) - - -
186 Arthrobacter sp. gblAF408967.1I 908/921 (98%) Actinobacteria
188 Arthrobacter sp. gblAF408967.11 905/918 (98%) Actinobacteria
206 Actinomycete P069. gblEU718311.1I 926/945 (97%) Actinobacteria
Fosfato Natural Reativo Preparo Convencional
- - - Ano 2009 (Milho) - - -
81D Leifsonia xyli gblGU332619.1I 932/947 (98%) Actinobacteria
- --Ano 2010 (Soja) - - -
168 Cupriavidus sp. gblEU882153.11 823/840 (97%) B-proteobacteria
175 Variovorax sp. emblFM163609.1| 431/432 (99%) -proteobacteria
195 Bacillus thuringiensis gblFJ601912.11 439/443 (99%) Bacilli
Fosfato Natural Reativo Plantio Direto
- - Ano 2009 (Milho) - - -
60D Burkholderia sp. gblFJ606689.11 781/804 (97%) B-proteobacteria
83D Burkholderia cepacia gblEF012764.11 883/896 (98%) B-proteobacteria
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- --Ano 2010 (Soja) - - -

166 Leifsonia xyli gblGU332619.11 904/927 (97%) Actinobacteria
207 Arthrobacter ureafaciens emblFN433020.11 894/902 (99%) Actinobacteria
211 Streptomyces sp. gblEU624495.11 860/872 (98%) Actinobacteria
Cerrado
- - Ano 2009 - - -
64D Burkholderia sp. gblAY769903.11 835/842 (99%) -proteobacteria
66D Burkholderia cepacia gblGQ200825.11 809/816 (99%) [-proteobacteria
---Ano 2010 - - -
208 Burkholderia sp. gblFJ1947098.2| 870/882 (98%) [-proteobacteria
210 Arthrobacter sp. dbjlAB248530.1I 888/897 (98%) Actinobacteria
212 Burkholderia sp. dbjlAB545645.1| 912/936 (97%) B-proteobacteria

3.4. Identidade das bandas recortadas de perfis de DGGE

As bandas recortadas dos géis foram re-amplificadas, clonadas,
sequenciadas e comparadas com funcdo de sua homologia com sequéncias
depositadas no banco de dados do “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI). Apéds a identificacdo, essas bandas mostraram homologia com sequencias
bastante diversas, sendo a maioria identificada como bactérias nao cultivaveis.

Em 2008, nas amostras coletadas no experimento sob Latossolo Vermelho
Amarelo, foram recortadas apenas 7 bandas do gel (Figura 10). As bandas SPD |,
SPC | e CER | foram identificadas como bactérias nao cultivaveis (Tabela 9), nao
apresentando qualquer informacgéo sobre familia ou classe, ja a seqiéncia da banda
MPD |, apresentou 95% de similaridade com Methylosinus sp., uma a-proteobacteria
identificada por Roesch et al. (2007), como diazotréfica endofitica associada ao
milho. A banda MPC [, que pela sua posicao e intensidade parece pertencer a uma
das populacdes dominantes nas areas sob a cultura do milho, teve 97% de
similaridade com uma Acidovorax sp. ndao cultivavel, microrganismo pertencente a
classe das [-proteobacterias. Estirpes de Acidovorax tém sido citadas como
patdgenas em meloeiro (Hopkins e Thompson, 2002), orquideas, aveia (Willems et
al., 1992), arroz (Goto, 1964) e milho (Schaad et al., 1975) onde é responsavel pela

mancha bacteriana, doencga que afeta as folhas da cultura. A banda marcada como
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SPC Il, aparentemente exclusiva de areas cultivadas com soja, apresentou 99% de
similaridade com Bosea sp., uma a-proteobacteria citada como capaz de promover o
crescimento direta ou indiretamente de plantas de milho (Pedrinho, 2009), também
citada por Falk et al. (2010), como portadora do gene nitrito redutase (nirK),
responsavel pela desnitrificacdo e relatada por Zakhia et al. (2006), como um
habitante comensal de nddulos de leguminosas na Tunisia, embora seja incapaz de
induzir a formacgao de ndédulos . A banda CER II, uma das dominantes e exclusivas
das areas de cerrado, teve 94% de similaridade com uma Polyangiaceae néo
cultivavel, uma &-proteobacteria também encontrada em solos da Mata Atlantica
paranaense por Faoro (2006).

Tabela 9: lIdentidade das sequéncias dos fragmentos de DNA (16S DNAr) obtidas a
partir das bandas recortadas do DGGE da area sob Latossolo Vermelho-Amarelo
(2008), comparadas com sequéncias depositadas no NCBI, utilizando o programa
BLAST para anélises.

Banda Identificacao N° de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)
Milho Plantio Direto
MPD 1 Methylosinus sp. gblAF150802.11 346/362 (95%) a-proteobacteria
Milho Preparo Convencional
MPC1  Acidovorax sp. ndo cultivavel gblFJ486130.11 416/425 (97%) [-proteobacteria
Soja Plantio Direto
SPD1 Bactéria ndo cultivavel gblEU589378.11 422/425 (99%) = -
Soja Preparo Convencional
SPC1I Bactéria ndo cultivavel dbjlAB240258.11 423/425 99%) -
SPCII Bosea sp. gblEU652489.1| 99% (428/432) a-proteobacteria
Cerrado

CER1 Bactéria ndo cultivavel gblEU335329.11 9% (426/427) -
CERII  Polyangiaceae ndo cultivavel gblEU193073.1I 94% (398/421) d-proteobacteria
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Figura 10: Bandas de DGGE selecionadas para sequenciamento em amostras
coletadas em 2008 no experimento sob Latossolo Vermelho-Amarelo. M = marcador
(16S DNAr): M I: Sinorhizobium fredii; M 1l: Rhizobium tropici 11A; M Ill: Burkholderia
sp.; M IV: Azospirillum brasilense; MPD = Milho PD; MPC = Milho PC; SPD = Soja
PD; SPC = Soja PC; CER = Cerrado nativo. O simbolo em amarelo “>” demonstra os

locais das bandas recortadas, com seus respectivos cédigos identificadores.

Em 2009 foram recortadas 19 bandas (Figura 11), das quais apenas 6 nao
foram identificadas como “bactéria ndo cultivavel” (Tabela 10). Dentre essas
identificadas como de bactérias nao cultivaveis, pode-se destacar, por sua
intensidade, o que pode indicar também maior abundancia, as sequéncias obtidas
das bandas CER VI, MPD Il e lll e MPC II.

Em meio as sequéncias de bandas que apresentaram similaridade com
bactérias conhecidas, duas pertencem a classe das Actinobactérias, sendo uma
Streptomyces sp. (banda CER V) e a outra uma Mycobacterium (banda MPC 1V),
organismo muito abundante no solo (livanainen et al., 1997) capaz de degradar o
sulfeto de carbonila (Kato et al., 2008), composto mais abundante em enxofre da
atmosfera (Chin e Davis, 1995), que tem como principal reservatério o solo (Watts,
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2000). Duas bandas apresentaram similaridade com individuos da classe [-
proteobacteria, sendo uma Burkholderia sp. (banda CER Ill) e uma B-proteobactéria
nao cultivada (SPC V). Interessante notar a presenca de Burkholderia sp. em
amostras de mata nativa, ja que esse também foi um grupo que se destacou nessas
areas no estudo com bactérias cultivadas. Tanto Streptomyces quanto Burkholderia
ja foram detalhadas, e podem ser encontradas na discussdo sobre os isolados
bacterianos. A banda SPD IV apresentou 99% de similaridade com uma
Acidobactéria nao cultivavel, classe de bactéria descrita por Eichorst et al. (2007)
como abundante em solos. A banda MPC VI teve 98% de similaridade com uma
Dokdonella nao cultivavel, uma y-proteobacteria. Haichar et al. (2008), identificando
comunidades bacterianas que assimilam exsudatos radiculares na rizosfera de
quatro espécies de plantas, também recortaram bandas de DGGE de suas
amostras, encontrando uma espécie de Dokdonella apenas na rizosfera de milho,
assim como em nosso trabalho, entretanto, a funcdo desta bactéria ainda nao é

conhecida (Rodrigues et al., 2010).

Tabela 10: Identidade das sequéncias dos fragmentos de DNA (16S DNAr) obtidas a
partir das bandas recortadas do DGGE da area sob Latossolo Vermelho-Amarelo
(2009), comparadas com sequéncias depositadas no NCBI, utilizando o programa
BLAST para andlises.

Banda Identificacao N° de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)
Milho Plantio Direto
MPD 11 Bactéria ndo cultivavel gblEU134238.11 405/407 99%) -
MPD III Bactéria ndo cultivavel gblEU134238.11 405/407 99%) -
MPD IV Bactéria ndo cultivavel gblAY391002.11 409/416 98%) -
Milho Preparo Convencional
MPCII Bactéria ndo cultivavel gblGQ376726.1 421/429 98%) -
MPC III Bactéria ndo cultivavel gblEF516766.11 422/425 (99%) = -
MPC IV Mycobacterium sp. gblEU977810.1I 429/431 (99%) Actinobacteria
MPCV Bactéria ndo cultivavel gblAY917480.11 424/428 99%) = -
MPC VI Dokdonella sp. ndo cultivavel gblEU276578.1I 424/431 (98%) y-proteobacteria
Soja Plantio Direto
SPD1II Bactéria ndo cultivavel gblGU172183.11 423/426 (99%) = -
SPD III Bactéria ndo cultivavel gblAY930186.11 416/429 96%) = -
SPD IV Acidobactéria ndo cultivavel gblGU374431.11 424/428 (99%) Acidobactéria
Soja Preparo Convencional

SPCIII Bactéria ndo cultivdvel gblEF516791.11 423/424 99%) = -
SPCIV Bactéria ndo cultivavel dbjlAB487995.11 420/425 98%) -
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SPCV  B-proteobacteria ndo cultivavel gblAY921995.1I 426/429 (99%) -proteobacteria

Cerrado
CER III Burkholderia sp gblAY528706.1I 410/413 (99%) -proteobacteria
CER IV Bactéria ndo cultivavel gblAY326574.11 427/429 99%) = -
CER YV Streptomyces sp. 2bIDQ994696.1| 421/435 (96%) Actinobacteria
CER VI Bactéria ndo cultivavel gblEF019817.11 431/432 (99%) -
CER VII Bactéria ndo cultivavel gblAY930236.11 416/422 98%) -
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Figura 11: Bandas de DGGE selecionadas para sequenciamento em amostras
coletadas em 2009 no experimento sob Latossolo Vermelho-Amarelo. M = marcador
(16S DNAr): M I: Sinorhizobium fredii; M 1l: Rhizobium tropici 11A; M Ill: Burkholderia
sp.; M IV: Azospirillum brasilense; MPD = Milho PD; MPC = Milho PC; SPD = Soja
PD; SPC = Soja PC; CER = Cerrado nativo. O simbolo em amarelo “>” demonstra os

locais das bandas recortadas, com seus respectivos cédigos identificadores.

No experimento sob Latossolo Vermelho, no ano de 2009, foram recortadas
11 bandas do DGGE (Figura 12), destas, 10 apresentaram, no minimo, 96% de
similaridade com bactérias desconhecidas, com destaque para a banda mais
intensa, CER X, que parece ser exclusiva de amostras areas de mata nativa. Entre
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as demais, a banda FNRPD II 98% com uma Gemmatimonadetes, também néo
cultivavel (Tabela 11). Curiosamente, a banda FNRPD Il parece ser exclusiva de
areas cultivadas, onde também se destaca por sua intensidade. O filo
Gemmatimonadetes possui apenas uma espécie isolada (Gemmatimonas
aurantiaca), bactéria gram-negativa, aerébia e mesofilica encontrada em lamas de
um sistema de tratamento de esgoto, descrito por Zhang et al. (2003). Ocorre em
diversos ambientes como lodos industriais, sedimentos marinhos e solos (Nunes,
2006) sendo encontrada também em solos de Terra Preta antropogénica da
Amazbnia (Cannavan, 2007).

Tabela 11: Identidade das sequéncias dos fragmentos de DNA (16S DNAr) obtidas a
partir das bandas recortadas do DGGE da area sob Latossolo Vermelho (2009),
cultivada com milho, comparadas com sequéncias depositadas no NCBI, utilizando o

programa BLAST para analises.

Banda Identificacao N°de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)
Fosfato Natural Reativo Plantio Direto
FNRPD 1 Bactéria ndo cultivavel gblGU172188.11  429/431 99%) -
FNRPDII = Gemmatimonadetes ndo cultivavel gblDQ514128.11  424/431 (98%) Gemmatimonadetes
FNRPD III Bactéria ndo cultivavel gblEF606625.11 426/429 99%) 0 -
Fosfato Natural Reativo Preparo Convencional
FNRPC I Bactéria ndo cultivavel dbjlIAB486667.11  424/428 (99%) -
Superfosfato Triplo Plantio Direto
STPD 1 Bactéria ndo cultivavel gblAY917612.11  424/428 (99%) -
STPD II Bactéria nio cultivavel ¢bIDQ125862.11  418/424 98%) -
STPD III Bactéria ndo cultivavel gblGU172188.11  429/431 99%) -
Cerrado
CER VIII Bactéria ndo cultivavel gblHM263240.11  430/435 (98%) -
CER IX Bactéria ndo cultivavel gblEF516966.11 433/436 (99%) 00 o--——--
CER X Bactéria ndo cultivavel gblEU216581.11  414/416 99%)  --—----
CER XI Bactéria ndo cultivavel gblAY930186.11  416/429 (96%) -
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Figura 12: Bandas de DGGE selecionadas para sequenciamento em amostras
coletadas em 2009, sob a cultura do milho, no experimento sob Latossolo Vermelho.
M = marcador (16S DNAr): M I: Sinorhizobium fredii; M II: Rhizobium tropici lI1A; M 111
Burkholderia sp.; M \V: Azospirillum brasilense; FNRPD = Fosfato natural reativo PD;
FNRPC = Fosfato natural reativo PC; STPD = Superfosfato triplo PD; STPC =
Superfosfato triplo PC; CER = Cerrado nativo; O simbolo em amarelo “>” demonstra
os locais das bandas recortadas, com seus respectivos codigos identificadores.

No ano de 2010 foram recortadas 18 bandas do DGGE (Figura 13), das quais
apenas 5 apresentaram classe definida.

A banda CER XVI, restrita as areas de cerrado nativo, apresentou 97% de
similaridade com uma Acidobacteria nao cultivavel. Por outro lado, como ja
observado no ano anterior, uma banda intensa e exclusiva das areas cultivadas,
representada pela FNRPC I, mostrou 98% de similaridade com uma
Gemmatimonadales nao cultivavel. Ja a banda STPD VII, que também parece mais
relacionada as areas cultivaveis, apresentou 94% de similaridade com uma -
proteobactéria nao cultivavel (Tabela 12). As outras duas bandas (FNRPD VIl e CER
XIV) foram classificadas como pertencentes a classe das a-proteobacterias, uma
apresentou 99% de similaridade com uma Hyphomicrobium nao cultivavel e a outra
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97% com uma a-proteobactéria também n&o cultivavel. De acordo com Young e
Haukka (1996), algumas bactérias pertencentes ao grupo das a-proteobactérias sdo
capazes de fixar nitrogénio simbioticamente, entre elas, destacam-se os géneros
Rhizobium,  Sinorhizobium, Mezorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium e
Bradyrhizobium. J4 o género Hyphomicrobium tem sido observado em varios
habitats, inclusive o solo (Hirsch e Rades-Rohkohl, 1983), sendo que algumas
espécies sao capazes de promover a desnitrificacéo a partir do metanol (Kloos et al.,
1995). Além dessas, a banda STPC Il foi identificada como uma proteobactéria,
entretanto, ndo se sabe ao certo a que classe esta bactéria pertence.

As bandas STPD IV e STPD V parecem ser mais abundantes em solos
adubados com ST que aqueles com FNR, assim, pode ser que o tipo de adubo
fosfatado esteja influenciando estas comunidades. Ja as bandas CER XllIl E CER XV
parecem ser dominantes em solos sob vegetacdo natural, sendo provavel que a

conversao para a agricultura seja limitante para tais bactérias.

Tabela 12: Identidade das sequéncias dos fragmentos de DNA (16S DNAr) obtidas a
partir das bandas recortadas do DGGE da area sob Latossolo Vermelho (2010),
cultivada com soja, comparadas com sequéncias depositadas no NCBI, utilizando o
programa BLAST para analises.

Banda Identificacao N°de acesso Identidade (%) Subdivisao (Classe)
Fosfato Natural Reativo Plantio Direto
FNRPD IV Bactéria ndo cultivavel gblFJ479317.1I 426/432 98%) -
FNRPD V Bactéria nédo cultivdvel gblEF494273.11  426/436 97%) -
FNRPD VI Bactéria ndo cultivavel gblEF492926.11 426/431 98%) -
FNRPD VII Hyphomicrobium ndo cultivavel gblEF626830.11  429/432 (99%) a-proteobacteria
FNRPD VIII Bactéria ndo cultivavel gblGU375367.11  420/432 97%) -—--—--

Fosfato Natural Reativo Preparo Convencional
FNRPC II Gemmatimonadales ndo cultivavel gblFJ889266.1| 427/434 (98%) Gemmatimonadetes

Superfosfato Triplo Plantio Direto

STPD IV Bactéria ndo cultivavel gblFJ479248.1| 431/435 (99%) -
STPD V Bactéria ndo cultivavel gblEU134238.11  407/410 99%) -
STPD VI Bactéria ndo cultivavel gblHM444375.11  418/429 97%) -
STPD VII B-proteobacteria ndo cultivavel emblAJ581621.11  411/434 (94%) B-proteobacteria
Superfosfato Triplo Preparo Convencional
STPCI Bactéria ndo cultivavel gblEU223949.11  429/431 99%) -
STPCII Proteobactéria ndo cultivada gblEF019491.11  394/428 (92%)  -----—--
STPC III Bactéria ndo cultivavel gblEU694689.1]  421/434 97%)  --—-—--



Cerrado

CER XII Bactéria ndo cultivavel gblDQ347850.11  427/431 99%) -
CER XIII Bactéria ndo cultivavel gblEU861842.11  396/429 (92%) -
CER X1V a-proteobacteria ndo cultivavel gblEF220708.11  425/435 (97%) a-proteobacteria
CER XV Bactéria ndo cultivavel gblEF516607.11  408/411 (99%)  --—--—--
CER XVI Acidobacteria ndo cultivavel gblEF588407.11 424/437 (97%) Acidobactéria

060M - ('fl:;mﬂ':‘“:' CERII '5'=&RFEFFNRPDII[”:'F§IEPD§II FNRPDI FHRPCIII FNRPCII FNRPCI STPDIII STPDII  STPDL  STPCIll STPCI_I' STPCI M

" EEEX
“ "R R R R R

STPD VI
| >

28

£ ENRPDWII

FNRPD VI
b
>
FNRPD IV

Figura 13: Bandas de DGGE selecionadas para sequenciamento em amostras
coletadas em 2010, sob a cultura da soja, no experimento sob Latossolo Vermelho.
M = marcador (16S DNAr): M I: Sinorhizobium fredii; M II: Rhizobium tropici lI1A; M 111
Burkholderia sp.; M \V: Azospirillum brasilense; FNRPD = Fosfato natural reativo PD;
FNRPC = Fosfato natural reativo PC; STPD = Superfosfato triplo PD; STPC =
Superfosfato triplo PC; CER = Cerrado nativo. O simbolo em amarelo “>” demonstra

os locais das bandas recortadas, com seus respectivos codigos identificadores.

As bandas MPD Il, MPD Il (tabela 10) e STPD V (tabela 12) apresentaram
similaridade com a mesma bactéria ndo cultivavel, identificada no banco de dados
pelo acesso gb|EU134238.1|. Outros acessos, também identificados como bactérias
nao cultiviveis, apresentaram similaridade com mais de uma banda, como
gb|AY930186.1| que teve 96% de similaridade com as bandas SPD llI (tabela 10) e
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CER Xl (tabela 11) e 0 acesso gb|GU172188.1|, com 99% de semelhanca com as
bandas FNRPD | (tabela 10) e STPD IlI (tabela 9). Haichar et al. (2008) também
observaram a presenca de certas bandas migrando no mesmo nivel dos perfis de
DGGE, e apdés a andlise de DNA, as sequéncias obtidas foram idénticas. Tal
resultado corrobora o que se observa nos géis (Figuras 11, 12 e 13), ja que as
bandas que corresponderam a um mesmo acesso também apresentaram
posicionamento semelhante.

Todos os géis obtidos apresentaram uma grande diversidade de bandas,
sendo que varias sao de dificil visualizacao. Bresolin et al. (2010), comparando as
comunidades bacterianas e fungicas de um solo sob cerrado nativo e outro sob
monocultura de soja, também encontraram perfis de DGGE com um grande numero
de bandas, sendo varias delas de baixa intensidade, o que indica a presenca de
comunidades de estrutura complexa. Além disso, todas as bandas recortadas por
esses autores foram identificadas como bactérias e fungos nao cultivaveis, assim
como a maioria das bandas recortadas em nosso trabalho.

Analisando os resultados obtidos a partir do sequenciamento do 16S DNAr
das bactérias cultivaveis observa-se que a grande maioria dos isolados pertenciam
as classes Actinobacteria, Bacilli e B-proteobacteria, enquanto que a maioria das
bandas recortadas do DGGE, foi identificada como bactérias nao cultivaveis.
Interessante notar que nenhuma das bandas recortadas foi identificada como
Arthrobacter, a bactéria mais abundante entre aquelas isoladas com uso de meios
de cultivo, além disso, a maioria das bandas sequenciadas que retornaram
homologia com bactérias conhecidas (Methylosinus sp, Bosea sp, Polyangiaceae
sp., Acidovorax sp., Dokdonella sp. entre outras), ndo foram observadas entre os
isolados bacterianos.

Esses resultados estdo de acordo com Heuer e Smalla (1997) que também
indicaram que os padrdes gerados pela andlise do DNA extraido diretamente de
solos de rizosfera tiveram apenas algumas bandas em comum com 0s respectivos
padroes da fragcao cultivavel. Da mesma maneira McCaig et al. (2001), encontraram
muito pouco em comum entre as comunidades bacterianas acessadas por métodos
dependentes e independentes de cultivo. A maioria das sequéncias em bibliotecas
de clones sao diferentes de sequéncias de bactérias cultivaveis representadas nos
bancos de dados (McCaig et al., 2001). Dunbar et al. (1999) acreditam que essas
diferencas observadas, quando se aplicam métodos dependentes e independentes
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de cultivo, acontecem porque cada metodologia acessa distintos segmentos das
comunidades bacterianas.

Nikolausz et al. (2005), com uma re-amplificacdo do DNA da regiao inter-
bandas de um gel desnaturante, descobriram que o padrao de bandas pode nao ser
simplesmente o resultado da separacao de amplicons diferentes, de acordo com o
comportamento de desnaturacdo, mas uma consequéncia de interagdes complexas
entre diferentes estruturas de DNA. De acordo com Chen et al. (2007), mesmo que
uma banda apareca em um perfil de DGGE como uma Unica banda, ela pode conter
pequenas quantidades de DNA diferente, por resultado de uma co-migracdo de
bandas. Isto justifica o observado em nosso trabalho, onde algumas bandas
recortadas, apesar de apresentarem perfil eletroforético parecido, nado foram
associadas ao mesmo individuo (acesso), além disso, ndo se pode desprezar o viés
da prépria metodologia do DGGE (Bresolin et al.,, 2010), que acumula, ainda, os
impactos da extracdo de DNA e a amplificacao por PCR, que também podem
contribuir para erros maiores (Hermansson e Lindgren, 2001). De acordo com
Peixoto et al. (2006), embora as reais comparacdes entre as populacées do solo
provavelmente s6 possam ser alcancadas por meio de sequenciamento massivo de
todos os componentes, a utilizacdo de perfis de DGGE tem se mostrado uma
ferramenta poderosa para avaliar as diferencas entre as estruturas das comunidades
do solo. Ainda de acordo com os autores, embora ndo seja realista supor que
valores absolutos do numero de espécies dentro de uma comunidade possam ser
obtidas através de perfis de DGGE, pode ser uma abordagem adequada em
andlises comparativas dos membros dominante das comunidades. Nao esta claro
até que ponto os padroes de bandas de DGGE refletem a verdadeira estrutura de
uma comunidade diferenciada pelo manejo, mas é provavel que as diferencas entre
os tratamentos de preparo sejam reais, pois 0 potencial para viés da metodologia é

comum a todas as amostras.
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3.5. Relacao entre estrutura genética, estrutura metabdlica e os atributos
quimicos, fisicos e bioldgicos.

O teste de Mantel (Tabela 13) revelou que houve correlacao significativa, nos
dois anos avaliados, entre as matrizes geradas a partir dos perfis de DGGE, das
analises em microplacas Ecolog™ e das propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas
dos solos estudados. Portanto, as alteracbes observadas nos atributos do solo,
devido ao seu manejo, podem ser acompanhadas, também, por variacbes na
composicao das comunidades bacterianas e suas caracteristicas funcionais. Diante
disso, se pode afirmar que todas as propriedades do solo estédo interligadas como
um todo e que mudancas em uma dessas propriedades podem implicar em
alteracées em diversas outras. Em 2008 foi observado 71% de relagéo entre a
matriz produzida pelos atributos QFB e a estrutura genética das comunidades
bacterianas do solo, demonstrando que as praticas agricolas, além de alterar as
propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do solo, atingem diretamente as
populacdes bacterianas, favorecendo algumas espécies em detrimento de outras.

Neste mesmo ano observa-se que o comportamento dos atributos QFB teve,
também, forte relacdo com o perfil metabdlico das comunidades bacterianas do solo
(77%), comprovando que as praticas agricolas sao capazes de influenciar as
caracteristicas funcionais dessas comunidades, que, por exemplo, gracas ao aporte
de diferente material vegetal e insumos quimicos, obtiveram diferentes fontes de
energia e nutrientes.

Observa-se, ainda, uma relacdo de 62% entre a estrutura genética das
comunidades bacterianas baseada nos resultados de DGGE e o perfil metabdlico
dos microrganismos do solo. Essa observacao vai ao encontro do que foi proposto
por Zak et al. (1994), que afirmam que esse perfil metabdlico € uma conseqiiéncia,
nao apenas dos efeitos ambientais e das interacbes ecoldgicas entre diferentes
populacdes, mas também da diversidade genética presente.

Em 2009, a correlacdo entre as caracteristicas analisadas foram menores,

porém, ainda significativas.
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Tabela 13: Relacdo entre as matrizes obtidas a partir da estrutura genética, perfil
metabdlico e atributos quimicos, fisicos e bioldégicos das areas sob Latossolo
Vermelho-Amarelo cultivado com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo
convencional (PC), de acordo com o teste estatistico de Mantel.

Ano 2008 Ano 2009
Matriz DGGE Ecolog DGGE Ecolog
DGGE 1 1
Ecolog 0,62 1 0,38 1
Atributos QFB 0,71 0,77 0,55 0,53

p < 0,01.
Atributos QFB = Atributos quimicos, fisicos e bioldgicos.

Assim como no experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo, o teste de
Mantel (Tabela 14) revelou que houve correlacado significativa entre as matrizes
geradas nos dois anos de avaliacdo, ou seja, a adubacao, a vegetacdo e o manejo
do solo promovem alteracbes nas propriedades quimicas, fisicas e biologicas, que
podem interferir sobre a composicdo das comunidades bacterianas e seu perfil
metabdlico. Isso acontece porque todas as caracteristicas encontram-se, em maior
ou menor grau, interrelacionadas.

Nota-se que em 2009, sob a cultura do milho, houve uma forte relacao (85%)
entre o perfil metabdlico e a estrutura genética das comunidades bacterianas. Tal
fato é facilmente comprovado ao se observar o dendrograma de similaridade
derivado do DGGE (Figura 9 A) e o grafico que apresenta as diferencas na estrutura
funcional, gerado a partir das microplacas Ecolog™ (Figura 6), j4 que tanto um
quanto o outro apresentaram resultados onde as areas adubadas com ST foram
agrupadas e aquelas com FNR foram separadas, de acordo com o manejo utilizado.
As mudancas nos atributos QFB também apresentaram forte relagdo com as
alteracoes sofridas pelas populacdes bacterianas (72%) e o perfil metabdlico das
comunidades de microrganismos do solo (82%). No ano seguinte, nota-se que as
correlagbes entre os fatores avaliados foram menores, porém, significativas. A
menor relacdo observada ocorreu entre os atributos QFB e o perfil metabdlico, o que
€ corroborado ao se analisar os resultados apresentados pela PCA (Figura 6 do
capitulo 1) e o perfil metabdlico das comunidades bacterianas (Figura 7), ja que
aquela analise separou as areas adubadas com FNR, entre PC e PD, e esta

agrupou tais tratamentos.
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Peixoto et al. (2010), analisando a estrutura das comunidades bacterianas por
DGGE e atributos quimicos e bioquimicos de solos de Cerrado sob PD e PC,
também encontraram correlacao entre suas matrizes, confirmando que ha conexdes
positivas entre tais atributos. Os autores desse trabalho comentam que houve
relacdo entre as comunidades bacterianas e altos niveis de P, K, e Ca+Mg, o que
indica que o uso do solo altera, concomitantemente, suas caracteristicas quimicas, a
diversidade, a biomassa e a atividade microbiana. Foi citado, como exemplo, 0 uso
de calcério e fertilizantes, praticas que alteram o pH e os niveis de nutrientes e que,
por sua vez, podem selecionar populacdes especificas de bactérias, que estdo em
melhores condi¢cbes para crescer nas novas condi¢cdes. De acordo com Chaer et al.
(2009) uma nova populacdo recém selecionada ainda pode fornecer um perfil
funcional diferente para o solo, 0 que provavelmente afeta varios processos
bioquimicos. Coutinho et al. (2002) também avaliaram a relacdo entre perfis de
DGGE e diversos atributos do solo, encontrando que 9 variaveis (textura, densidade,
pH, Al, Ca+Mg, Na, K, H+Al e C) apresentaram correlacdo significativa com a
diversidade das bactérias presentes nas amostras. Costa (2010), avaliando os
impactos do manejo da cana-de-acucar sobre propriedades edéficas e suas relacdes
com as comunidades bacterianas em solo de Cerrado, encontraram que fatores
relacionados a agregacdo do solo, mineralogia, fertiidade e temperatura
direcionaram as mudancas na estrutura das comunidades bacterianas do solo.

De acordo com Peixoto et al. (2010) o conhecimento de como a diversidade e
funcdo dos microrganismos sao afetadas por variacées abidticas, causadas pela

gestao agricola, pode ser fundamental para a realizacao de praticas sustentaveis.
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Tabela 14: Relacdo entre as matrizes obtidas a partir da estrutura genética, perfil
metabdlico e atributos quimicos, fisicos e bioldgicos das areas sob Latossolo
Vermelho cultivados com milho (2009) e soja (2010), sob plantio direto (PD) e
preparo convencional (PC) e adubados com duas fontes de fosforo, superfosfato
triplo (ST) e fosfato natural reativo (FNR), de acordo com o teste estatistico de
Mantel.

Ano 2009 (milho) Ano 2010 (soja)

Matriz DGGE Ecolog DGGE Ecolog

DGGE 1 1

Ecolog 0,85** 1 0,32** 1
Atributos QFB 0,72**  0,82* 0,33** 0,22*

**p<0,01;*p<0,05.
Atributos QFB = Atributos quimicos, fisicos e bioldgicos.

4. CONCLUSOES

e (s sistemas agricolas avaliados alteraram a estrutura genética e o
perfil metabdlico das comunidades bacterianas em relagdo ao Cerrado
nativo.

e Solos adubados com fosfato natural reativo sob plantio direto
apresentaram estrutura genética das comunidades bacterianas mais
semelhante as encontradas no Cerrado original sob Latossolo
Vermelho.

e As metodologias dependentes e independentes de cultivo acessaram
uma porcao diferente da comunidade bacteriana.

e Individuos pertencentes ao género Burkholderia foram as bactérias
mais abundantes nos solos estudados sob mata nativa. Sob as areas
cultivadas, houve o predominio de individuos pertencentes aos
géneros Arthrobacter, Bacillus e Burkholderia. Uma grande quantidade
de bactérias desconhecidas foram observadas com a utilizacdo do
DGGE, em todas as areas estudadas.

e VariacOes nos atributos quimicos, fisicos e biolégicos estdo associadas
as variagbes na estrutura genética e no perfil metabdlico das
comunidades bacterianas do solo.
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CAPITULO 3
QUALIDADE DE SOLOS DE CERRADO, SOB PLANTIO DIRETO E PREPARO
CONVENCIONAL, AVALIADAS A PARTIR DE ATRIBUTOS QUIMICOS, FiSICOS
E BIOLOGICOS, COM AUXILIO DO SOFTWARE SIMOQS
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RESUMO

A crescente preocupacao com 0s recursos naturais torna cada vez maior a
busca por préaticas agricolas de menor impacto ambiental, e o componente solo nao
pode ser desprezado. Os diferentes tipos de manejo do solo promovem alteragdes
em suas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas, caracteristicas que podem ser
utilizadas para se quantificar a qualidade do solo. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a qualidade do solo com o auxilio do software SIMOQS, utilizando-se
atributos de natureza quimica, fisica e biolégica, em areas sob PD e PC. Os indices
de qualidade dos solos foram calculados com o auxilio do SIMOQS, a partir de
amostras coletadas na profundidade de 0-10 cm em um Latossolo Vermelho-
Amarelo cultivado com milho e soja, sob PD e PC, e em um Latossolo Vermelho
cultivado com milho e soja, sob PD e PC e adubado com duas fontes de fésforo,
superfosfato triplo e fosfato natural reativo. Areas de cerrado nativo, adjacentes aos
experimentos, foram utilizadas como referéncia das condi¢des originais dos solos.
Foram criados trés modelos para o calculo de qualidade dos solos, um baseado em
caracteristicas ditas ideais para culturas anuais e outros dois com base nas
caracteristicas originais de solos de Cerrado das duas areas estudadas. Nos trés
modelos propostos neste estudo, as areas cultivadas sob PD apresentaram os
maiores indices de qualidade dos solos.

Termos de indexacao: Manejo do solo, quimica do solo, fisica do solo, biologia do
solo, qualidade do solo, SIMOQS.
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ABSTRACT

Growing concern about natural resources impose increasingly searche for
agricultural practices with less environmental impact and the soil component can not
be neglected. Different types of soil tillage promote changes in its chemical, physical
and biological parameters that can be used to quantify soil quality. This study aimed
to assess soil quality with the help of SIMOQS software, using chemical, physical
and biological parameters measured in areas under no-tillage (NT) and conventional
tillage (CT). The soil quality index were calculated with the use of SIMOQS, from
samples collected at a depth of 0-10 cm in a clayey Typic Haplustox planted with
corn and soybean under CT and NT systems and in an Oxisoil planted with corn and
soybean under NT and CT fertilized with two phosphate sources, triple
superphosphate and reactive phosphate rock. Areas of native vegetation, adjacent to
the experiments, were used as reference to the original conditions of the soil. Tree
models to calculate soil quality were created, one based on so-called ideal
characteristics for annual crops and the other two based on the original
characteristics of Cerrado soils under each experiment. In the tree models proposed
in this study, the areas cultivated under NT presented higher rates of soil quality

Index terms: Soil management, soil chemistry, soil physics, soil biology, soil quality,
SIMOQS.
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1. INTRODUCAO

O uso intensivo e inadequado do solo pode resultar em diminuicdo de sua
qualidade, com consequéncias ambientais, sociais e econO6micas, assim, €
necessario concentrar esforcos na gestdao dos recursos do solo, visando garantir o
seu uso racional, com vistas a satisfazer as necessidades atuais e das geracoes
futuras. Para isso, é necessario estabelecer estratégia de uso do solo que respeite
sua capacidade de oferta de recursos, manejando-o de modo a manter ou melhorar
sua qualidade (Goedert e Oliveira, 2007).

De acordo com Costa et al. (2006), quantificar a qualidade do solo (QS) nao é
tarefa facil, e tal dificuldade advém do fato de que a QS depende de suas
propriedades intrinsecas, de suas interacbes com o ecossistema e, ainda, de
prioridades de uso, influenciadas inclusive, por aspectos socioeconémicos e
politicos. A QS pode ser mensurada através do uso de indicadores, que sao
atributos que medem ou refletem o status ambiental ou a condicdo de
sustentabilidade do ecossistema (Aradjo e Monteiro, 2007). Diversos trabalhos tém
utilizado atributos quimicos, fisicos e bioldégicos como indicadores da qualidade do
solo (Doran e Parkin, 1994; Chaer, 2001; Conceicao et al., 2005; Costa et al., 2006;
Amado et al., 2007; Araujo et al., 2007; Silva, 2008), sendo que estes atributos tém
sido utilizados em modelos matematicos diversos (Karlen e Stott, 1994; Toétola e
Chaer, 2002).

Diante da importante necessidade de se avaliar a QS, torna-se interessante a
aplicacao de ferramentas como o SIMOQS, software que permite a construcdo de
modelos matematicos diversos para o seu calculo, utilizando, para isso, um conjunto
de dados obtidos a partir das andlises de suas caracteristicas quimicas, fisicas e
biolégicas (Chaer et al., 2004; Silva, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do solo com o auxilio do
SIMOQS, utilizando-se atributos de natureza quimica, fisica e biolégica, em areas
sob PD e PC.
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2. MATERIAL E METODOS

A descricdo das areas de estudo, a maneira com que as amostras foram
coletadas e as metodologias das analises utilizadas nesta secéo foram relatadas no
Capitulo 1.

2.1. indice de qualidade dos solos

Com o intuito de se determinar um indice que possa ser capaz de avaliar a
qualidade dos solos estudados, os dados obtidos nesse estudo foram inseridos no
programa SIMOQS (Sistema de Monitoramento da Qualidade do Solo) desenvolvido
pela Universidade Federal de Vigosa. O SIMOQS (Chaer et al., 2004) permite a
construgcdo de modelos para o calculo de indices de qualidade do solo (IQS),
oferecendo recursos para adequar os modelos aos dados disponiveis.

No programa, cada modelo € estruturado na forma de uma &rvore (Chaer et
al., 2004). A figura 1 exibe um exemplo, com o primeiro nivel de particularidade
referente as funcbes (esquerda) e o detalhamento dos niveis do mesmo modelo
(direita). Cada né do modelo tem seu proprio peso. Os nds intermediarios sdo as

funcdes e os outros nds sado os indicadores, que podem ser divididos em niveis.
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Figura 1: Exemplo da estrutura de um modelo no SIMOQS. A esquerda, observa-se
o primeiro nivel de detalhamento de um modelo, que apresenta as fungdes do solo e
seus respectivos pesos. A direita é possivel visualizar o detalhamento de cada
funcdo, com suas estratificacées (niveis) e pesos adotados (adaptado de Silva,
2008).

Um mesmo indicador pode aparecer mais de uma vez em diferentes funcgdes,
pois os atributos do solo estdo inter-relacionados, tornando necessarias estas
repeticdes para representar melhor cada fungcdo no modelo.

No presente trabalho, foram desenvolvidos trés modelos para se determinar o
IQS, sendo um referente a uma éarea dita “ideal” para culturas anuais, outro tendo
como referéncia a area sob cerrado nativo do Latossolo Vermelho Amarelo e o
ultimo levando em consideracao o solo sob cerrado nativo do Latossolo Vermelho.

Para o modelo “culturas anuais” (Figura 3), utilizou-se a estrutura determinada
por Silva (2008), onde os atributos biolégicos, fisicos e quimicos foram relacionados
com quatro fungbes do solo: 1) receber, armazenar e suprir agua; 2) armazenatr,
suprir e ciclar nutrientes; 3) promover o crescimento das raizes; e 4) promover a
atividade bioldgica. Considerou-se que cada funcdo tem a mesma importancia, ou
seja, 0 mesmo peso numérico dentro do modelo, igual a 25%.

Os modelos que tiveram como referéncia as caracteristicas dos solos das
areas nativas (Figura 2) foram baseados no modelo “cultura anuais”, sendo que 0s

atributos quimicos foram retirados (exceto a matéria orgéanica), ja que os solos de
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Cerrado apresentam, naturalmente, baixa concentragdo de nutrientes, baixo pH e
elevada concentracao de aluminio e todos esses atributos podem ser alterados pela
calagem e adubacao. Para os dois experimentos foi utilizada a mesma estrutura de
modelo, diferenciando-se apenas os valores de referéncia. Nestes modelos, as
funcdes 3 e 4 foram agrupadas, pois apds a eliminagao dos atributos quimicos, as
duas fungdes ficaram com os mesmo atributos.

Os valores dos pesos atribuidos aos indicadores dentro das funcoes
basearam-se ndo s6 em referéncias da literatura e trabalhos cientificos, mas
também na opinido de especialistas das areas de quimica, fisica e microbiologia do
solo.

As informacdes referentes ao tipo de curva, limites inferior e superior, linhas
base inferior e superior, valor 6timo e as respectivas referéncias sao apresentadas

na tabela 1.

=8 Cer Sena
= Armazenar, supnr e ciclar nutrientes [33.33%)
--@ Mutrientes na Biomazza [40%)
EI Carbono da Biomasza Microbiana [100%)
- Atividade da Biomazza [40%]
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Elf Fosfatase dcida (33.33%)
- MO [20%]
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EI M atéria Organica (B2 50%]

Figura 2: Estrutura de modelo e pesos numéricos associados aos indicadores e as
fungdes do solo para determinacdo do IQS referente aos modelos que tém o

Cerrado como referéncia.
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Figura 3: Estrutura de modelo e pesos numéricos associados aos indicadores e as

funcdes do solo para determinagcdo do indice de qualidade do solo (IQS) referente
ao modelo “culturas anuais”.
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Tabela 1: Parametros das funcdes de pontuacao dos indices de qualidade do solo (IQS) (LBI = Limite base inferior, LBS = Limite
base superior). “Valor atual” corresponde ao menor e (ou) maior valor encontrado nas areas do atual trabalho.

Atributos Tipo de curva Limite Inf. Limite Sup. LBI LBS Otimo Referéncia
Modelo Culturas Anuais
Matéria organica Mais é melhor 2,4 4,5 3,45 - - Sousa e Lobato, 2004
Densidade aparente  Menos é melhor 0,8 1,2 1 - - Silva, 2008
pH em agua Otimo 5,2 6,3 5,75 6,15 6 Sousa e Lobato, 2004
Acidez potencial Menos é melhor 2 5 3,5 - - Sousa e Lobato, 2004
Aluminio trocavel Menos é melhor 2 5 3,5 - - Sousa e Lobato, 2004
Foésforo Mais & melhor 3,1 12 7,55 - - Sousa e Lobato, 2004
Calcio Mais é melhor 1,5 5 3,25 - - Sousa e Lobato, 2004
Sulfato Mais é melhor 10 7,5 - - Sousa e Lobato, 2004
CBM Mais é melhor 46 906 476 - - Inf. Kaschuk 2010; Sup. Valor atual
Beta glicosidase Mais é melhor 24 325 174,5 - - Inf. Valor atual; Sup. Silva, 2008
Fosfatase acida Mais & melhor 301 1904 1102,5 - - Silva, 2008
Arilsulfatase Mais é melhor 32 176 104 - - Inf. Silva, 2008; Sup. Valor atual
Potassio Mais & melhor 0,06 0,2 0,13 - - Sousa e Lobato, 2004
Magnésio Mais & melhor 0,5 1,5 1 - - Sousa e Lobato, 2004
Modelo Cerrado Latossolo Vermelho Amarelo
Matéria organica Mais & melhor 0 33,1 16,5 - - Valor atual
Densidade aparente Menos é melhor 0,9 1,9 1,4 - - Inf. Silva, 2008; Sup. Valor atual
CBM Mais é melhor 0 906,37 453,185 - - Valor atual
Beta glicosidase Mais é melhor 0 70,64 35,32 - - Valor atual
Fosfatase acida Mais é melhor 0 1180,19 590,095 - - Valor atual
Arilsulfatase Mais é melhor 0 94,04 47,02 - - Valor atual
Modelo Cerrado Latossolo Vermelho

Matéria organica Mais & melhor 0 33,2 16,6 - - Valor atual
Densidade aparente  Menos é melhor 0,9 0,9 0,45 - - Inf. Silva, 2008; Sup. Valor atual
CBM Mais & melhor 0 604,23 302,115 - - Valor atual
Beta glicosidase Mais & melhor 0 66,96 33,48 - - Valor atual
Fosfatase acida Mais é melhor 0 1326,28 663,14 - - Valor atual
Arilsulfatase Mais é melhor 0 76,6 38,3 - - Valor atual
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2.2. Tratamento dos dados e analises estatisticas

Para as avaliacoes estatisticas dos resultados obtidos a partir do SIMOQS, foi
utilizado o seguinte modelo:
Yijk = u + Bj + Si + Erro ij + Fk + (SD)ik + Erro ijk,
onde: y = média geral dos dados; B = bloco/repeticdo (j = 1,2,3); S = Sistema de

manejo (i = 1,2); F = Fonte de fésforo/Cultura (k = 1,2); Erro = erro experimental.

A anadlise de variancia foi feita considerando o modelo misto de maxima
verossimilhanca restrita via PROC MIXED do SAS 9.1 e quando esta apontou
significancia o teste de hipétese de Student (t) (p < 0,05) foi utilizado para distincao
das medias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando o modelo para culturas anuais adaptado de Silva (2008) (Figura 3),
e tendo como referéncia os parametros considerados como “ideais”, (Tabela 1),
observa-se que no experimento sob Latossolo Vermelho Amarelo (Figura 4), em
2008, as areas sob PD apresentaram, em média, IQS 43% maior que aquelas sob
PC, e em 2009, 120%. Nao foram observadas diferencas significativas entre as
areas cultivadas com milho e soja, sob um mesmo manejo, nos dois anos avaliados.
Nas areas sob PD, além dos maiores indices de qualidade do solo, observou-se,
também, menores flutuacées de um ano para o outro, quando comparado as areas
sob PC. Silva (2008), avaliando a qualidade do solo nesta mesma area, também
encontrou maior IQS nas areas sob PD que aquelas sob PC, justificando que o
menor revolvimento do solo no PD resulta em maior acumulo de residuos organicos
e nutrientes na sua camada superficial, favorecendo a melhoria nos atributos
biol6gicos, os quais podem ser verificados através de aumentos no carbono da
biomassa microbiana e nos niveis de atividade enzimatica. O mesmo é observado
neste trabalho (Tabelas 13 e 14 do capitulo 1) onde, de maneira geral, esses valores
também foram maiores nas areas sob PD em comparacédo aquelas sob PC, além
disso, melhorias nos atributos fisicos e quimicos, principalmente na MO, que tem um
peso relativamente alto no modelo, também contribuiram para que os solos sob PD
apresentassem IQS maior que aqueles sob PC.
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IQS Latossolo Vermelho Amarelo (2008) IQS Latossolo Vermelho Amarelo (2009)
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Figura 4: indices de qualidade do solo (IQS) calculados com o SIMOQS para as
areas sob Latossolo Vermelho Amarelo, cultivadas em 2008 (esquerda) e 2009
(direita), com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC),
obtidos partir do modelo “culturas anuais” (Figura 3) e tendo como referéncia valores
para areas agricolas (Tabela 1). Barra de erros composta pela média dos
tratamentos + ou — 0 desvio padréao. Tratamentos seguidos pelas mesmas letras, em

cada ano, nao diferiram entre si pelo teste de Student (p < 0,05).

Ainda utilizando o modelo para culturas anuais e os parametros de referéncia
para estas areas, (Figura 3; Tabela 1), assim como no experimento sob Latossolo
Vermelho Amarelo, os solos sob PD do ensaio sob Latossolo Vermelho (Figura 5)
também apresentaram os maiores IQS, nos dois anos avaliados. Em 2009, observa-
se que as areas sob PD apresentaram, em média, IQS 87% superior aquelas sob
PC, e em 2010, 143%. Nao foram observadas diferencas significativas entre os
solos adubados com FNR ou ST, seja sob PD ou PC. Amado et al. (2007), utilizando
um kit elaborado pelo Instituto de Qualidade do Solo, vinculado ao Servigco de
Pesquisa Agricola do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, também
encontraram 0s mais altos niveis de qualidade do solo nas areas sob PD,
destacando o aporte de elevadas quantidades de C e N via residuos culturais.
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IQS Latossolo Vermelho (2009) IQS Latossolo Vermelho (2010)
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Figura 5: indice de qualidade do solo (IQS) calculados com o SIMOQS para as areas
sob Latossolo Vermelho, adubadas com superfosfato triplo (ST) e fosfato natural
reativo (FNR), cultivadas em 2009 com milho (esquerda) e 2010 com soja (direita),
sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), obtidos partir do modelo
“culturas anuais” (Figura 3) e tendo como referéncia os valores para areas agricolas
(Tabela 1). Barra de erros composta pela média dos tratamentos + ou — o desvio
padrdo. Tratamentos seguidos pelas mesmas letras, em cada ano, nao diferiram
entre si pelo teste de Student (p < 0,05).

Conceicao et al. (2005) propuseram um sistema de organizacao teorico para
a ordenacao da qualidade do solo, onde o nivel mais baixo corresponde a um solo
descoberto e o nivel mais alto a um solo sob PD e com alta adigdo de residuos
(Figura 6). Tal sistema corrobora os resultados encontrados neste trabalho, ja que

as areas sob PD também foram aquelas de maior IQS.
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Figura 6: Sistema de organizacao tedrico proposto por Conceicéo et al. (2005), para
a ordenacédo da qualidade do solo. SN = sem adubacéao nitrogenada; PC = Preparo
convencional; PD = Plantio direto; A = aveia preta; M = milho; V = vica; C = caupi e

CN =campo natural.

Utilizando o modelo “Cerrado” (Figura 2), e levando em consideragao o0s
parametros obtidos para a area sob Latossolo Vermelho Amarelo (Tabela 1), tanto
em 2008 quanto em 2009, observa-se que as areas manejadas com PD
apresentaram os maiores valores de IQS (Figura 7), independente da cultura
utilizada. Isso significa dizer que estas areas, segundo o modelo proposto, foram as
que apresentaram caracteristicas mais proximas da area natural, ou seja, o PD teve
menor impacto que o PC quando se leva em consideracao as condi¢des originais do
solo. Nao foram observadas diferencas significativas entre as culturas, milho e soja.
Coutinho et al. (2002), avaliando o impacto do manejo do solo sobre a diversidade
microbiana, também utilizaram uma é&rea nativa de Cerrado como referéncia, e
encontraram que o0s solos manejados com PD foram os que apresentaram maior

similaridade com a area nativa, assim como em nosso trabalho.
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No Sul do Brasil, estudos referentes ao assunto, elaborados por Amado et al.
(1998) e Reinert et al. (1998), encontraram, assim como em nosso trabalho, que o
sistema de preparo convencional teve como conseqiéncia a redugdo de sua
qualidade, quando comparados ao campo natural. O maior IQS nos solos sob PD é
o reflexo do melhor desempenho que estas areas apresentaram em grande parte

dos atributos mensurados.

IQS Latossolo Vermelho Amarelo (2008) IQS Latossolo Vermelho Amarelo (2009)
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Figura 7: indice de qualidade do solo (IQS) calculados com o SIMOQS para as areas
sob Latossolo Vermelho Amarelo, cultivadas em 2008 (esquerda) e 2009 (direita),
com milho e soja, sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), obtidos partir
do modelo “Cerrado” (Figura 2) e tendo como referéncia os valores da area nativa
deste solo (Tabela 1). Barra de erros composta pela média dos tratamentos + ou — 0
desvio padrdo. Tratamentos seguidos pelas mesmas letras, em cada ano, néo
diferiram entre si pelo teste de Student (p < 0,05).

Interessante notar que, no experimento sob Latossolo Vermelho, utilizando o
modelo “Cerrado” (Figura 2; Tabela 1), observa-se que os IQS destes solos (Figura
8) foram geralmente mais altos que aqueles encontrados no experimento anterior,
ou seja, as praticas agricolas utilizadas neste experimento tiveram menor impacto
sobre 0 solo que o observado no ensaio sob Latossolos Vermelho Aamarelo. Isso
pode ter acontecido pelo manejo diferenciado nesta area, onde a utilizacdo de
plantas de cobertura e a irrigagdo complementar promovem melhorias em varios
atributos do solo, vale ressaltar que por causa disso, as diferencas entre PD e PC,

neste experimento, foram menores que as observadas no ensaio anterior. Outros
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fatores que ndo podem ser desprezados sdo as caracteristicas intrinsecas de cada
solo, ja que estes pertencem a classes diferentes e também podem estar sujeitos a
diferentes condicdes climaticas, apesar de sua relativa proximidade.

Costa et al. (2006), avaliando a qualidade de um Latossolo Vermelho
submetido a sistemas de cultivo em rotacdo milho/soja, com PD e PC, por oito e dez
anos, ndo observaram diferencas entre a qualidade dos solos cultivados sob PD e
PC, ressaltando, porém, que o uso do solo sob vegetacdo de cerrado para a
producdo agricola, independentemente do sistema de cultivo, resulta em
modificacdes nos atributos de qualidade do solo. Os autores utilizaram modelos
gréficos, do tipo radial, em que cada atributo é locado em um dos seus raios. Eles
definiram valores referenciais para cada atributo, e em seguida, calcularam o
quociente entre o valor obtido pela anélise e o valor referencial.

IQS Latossolo Vermelho (2009) IQS Latossolo Vermelho (2010)
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Figura 8: indice de qualidade do solo (IQS) calculados com o SIMOQS para as areas
sob Latossolo Vermelho, adubadas com superfosfato triplo (ST) e fosfato natural
reativo (FNR), cultivadas em 2009 com milho (esquerda) e 2010 com soja (direita),
sob plantio direto (PD) e preparo convencional (PC), obtidos a partir do modelo
“Cerrado” (Figura 2) e tendo como referéncia os valores da area nativa deste solo
(Tabela 1). Barra de erros composta pela média dos tratamentos + ou — 0 desvio
padrdo. Tratamentos seguidos pelas mesmas letras, em cada ano, nao diferiram
entre si pelo teste de Student (p < 0,05).

De acordo com Doran e Parkin (1994) e Mielniczuk (1999), a matéria organica
apresenta potencial para ser utilizada como atributo-chave da qualidade do solo,

pois, conforme destacado por Gregorich et al. (1994), além de ser sensivel a
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modificacées pelo manejo do solo, € ainda fonte priméria de nutrientes as plantas,
influenciando a infiltragcdo, retencdo de agua e susceptibilidade a erosdo. Ela
também atua sobre outros atributos, tais como: ciclagem de nutrientes, complexacao
de elementos tdxicos e estruturacdo do solo (Conceicdo et al., 2005). Solos
tropicais, intensamente intemperizados, apresentam como uma de suas principais
caracteristicas quimicas a baixa CTC. Nesses solos, o teor de matéria organica tem
importancia preponderante na CTC efetiva (Bayer e Mielniczuk, 1999). Foi por estes
motivos que a matéria organica recebeu o0s maiores pesos nos modelos
apresentados, sendo responsavel por 35,6 e 34,17% do IQS nos modelos “Cultura
anual” e “Cerrado”, respectivamente. Como se pode observar nas tabelas 1,2,5¢e 6
do capitulo 1, as areas sob PD apresentaram maiores niveis de matéria organica
que aqueles sob PC, contribuindo, assim, com boa parte de seu IQS superior.

De acordo com Silva (2008), o IQS é uma ferramenta que permite avaliar o
efeito de diferentes formas de manejo do solo integrando um conjunto minimo de
atributos quimicos, fisicos e bioldgicos. A medida que houver um consenso sobre
quais os atributos deverdo fazer parte desse conjunto minimo de dados, da
padronizacado das metodologias utilizadas na sua determinacéo e dos procedimentos
para coleta e armazenamento das amostras de solo, sera possivel desenvolver e
gerar valores numéricos que quantifiguem a qualidade do solo e que sejam
eficientes nao sé para comparar diferentes sistemas de manejo, mas também para
monitora-los ao longo do tempo. Igualmente importante nesse processo sera a
conducgao de estudos que permitam um melhor ajuste dos modelos de referéncia,
bem como dos pesos e valores de cada indicador nesses modelos.

O SIMOQS demonstrou ser um programa extremamente flexivel, permitindo a
criacdo de modelos que se adequam aos atributos selecionados e dando maior
flexibilidade a avaliagdo dos indices de qualidade dos solos (IQS), assim, apesar da
subjetividade e das limitagdes do método utilizado, os resultados obtidos mostram
que o SIMOQS foi eficaz como ferramenta para o monitoramento da qualidade do
solo, sendo um instrumento de facil manuseio, rapido e sensivel as modificacdes

induzidas pelos sistemas de manejo.
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4. CONCLUSOES

e De acordo com os modelos utilizados, areas sob plantio direto apresentam
maiores indices de qualidade do solo que areas sob preparo convencional.
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