Ensaio sobre a bioatividade do solo sob plantio direto
em sucessao e rotacao de culturas de inverno e verao

Trial on soil bioactivity under no-tillage in succession or rotation of winter
and summer crops

Mirian Barbierit*, Mariana Ferneda Dossin?, Daiane Dalla Nora2, Willian B. dos Santosz?,
Caroline B. Bevilacqua3, Nariane de Andrade?, Madalena Boeni4, Dinis Deuschle?,
Rodrigo J. S. Jacques! e Zaida Inés Antoniolli?

* Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Departamento de Solos, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil

2{Iniversidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil

3Doutora em Ciéncias, Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Departamento de Defesa Fitossanitdria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil

“Doutora em Ciéncia do Solo, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Pesquisadora na Fundagéo Estadual de Pesquisa Agropecudria, Jilio de Castilhos, Rio Grande do Sul, Brasil
(*E-mail: mirian.barbieri1993@hotmail.com)

https://doi.org/10.19084/RCA17068

Recebido/received: 2017.03.20

Recebido em versao revista/received in revised form: 2017.09.12
Aceite/accepted: 2017.10.10

RESUMO

A adogao de praticas conservacionistas alteram as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, influenciando
a composi¢do da comunidade microbiana. O trabalho objetivou obter informagao sobre a qualidade, diversidade e
atividade bioldgica do solo, quando submetido a dois tipos de manejo do solo (plantio direto escarificado (PDE) e
nao escarificado (PDNE) e trés tipos de manejo de cobertura (Sucessao: soja-trigo, Rotagao I: soja-nabo+trigo/soja-
aveiatervilhaca/ e Rotacdo II: soja-aveiatervilhaca+nabo/milho-crotaldria juncea-trigo/soja). Foram analisadas a
biomassa microbiana, atividade enzimatica, taxa de respiragao basal e diversidade genética do solo, nos periodos do
verao (fevereiro/2016) e inverno (setembro/2016). O carbono e nitrogénio da biomassa microbiana foram superiores nos
tratamentos sob PDNE. Todas as enzimas apresentaram incremento na atividade no periodo do verao. Para a respiragao
basal dos microrganismos, a menor taxa de CO, acumulada foi no periodo do verdao em solo sob PDNE. Detectou-se
variabilidade genética através da técnica de Random amplified polymorphic DNA (RAPD), reunindo os tratamentos
em quatro grupos. Pode-se concluir que o sistema PDNE associado a rotagdo de culturas contribui para aumentar a
biomassa microbiana e atividade enzimatica no solo. Além disso, a técnica de RAPD associada a outros bioindicadores
tornam-se importantes ferramentas para o monitoramento da qualidade do solo.

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

SUMMARY

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

Keywords: Enzymatic activity, genetical diversity, scarification, microorganisms, RAPD.
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INTRODUCAO

Até meados do século XX, o grande problema das
lavouras produtoras do Sul do Brasil era a erosao
hidrica, decorrente do preparo convencional do
solo. O revolvimento intenso e a incorporagao ou
queima de residuos vegetais da cultura anterior
deixavam o solo exposto a agdo erosiva das chuvas,
acarretando grandes perdas de solo, agua, insumos
agricola e sementes (Oliveira et al., 2012).

A adogdo, em larga escala, do sistema plantio
direto, a partir dessa época, minimizou o
problema. A rotagdo de culturas que é um dos
principios bdsicos para o sucesso do sistema
plantio direto consiste, na alternancia ordenada
de diferentes culturas num espago de tempo e na
mesma area, sendo que uma espécie vegetal nao
¢é repetida no mesmo lugar, em um intervalo de
tempo inferior a um ano. Ja a sucessao de culturas,
é a sequéncia de culturas dentro de um mesmo
ano agricola, como por exemplo, a sucessao soja/
trigo. Ambas as praticas, visam a diminuicdo de
patégenos e doengas, aumento do teor de matéria
organica do solo, melhoria e manutencao de
fertilidade, estruturacdo e descompactacdo, além
da estabilidade da produtividade das espécies
vegetais cultivadas (EMBRAPA, 2007).

Contudo, nos ultimos anos, denota-se que falhas
na implementacgao desse sistema, tém promovido
retrocessos na conservagao do solo em grande
parte das lavouras. Alguns principios basicos do
sistema plantio direto, como rotacao de culturas e
manuten¢do do solo constantemente coberto, ndao
tém sido utilizados. Como consequéncia de um
conjunto de préticas inadequadas ao manejo, ¢
notdrio o retorno gradativo da erosao hidrica em
lavouras anuais produtoras de graos no Rio Grande
do Sul, associada a alteragcdes nas propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do solo, o que
compromete a estabilidade do sistema produtivo.

Tais alteragdes provocadas pelas praticas de manejo
puderam ser observadas em trabalho realizado por
Dadalto et al. (2015), que ao comparar o sistema
plantio direto e preparo convencional (onde ha
revolvimento das camadas do solo), as parcelas
sob plantio direto apresentaram incremento nos
valores de carbono da biomassa microbiana,
enquanto o preparo convencional apresentou

maiores valores de quociente metabdlico (qCO,).
Os dados obtidos evidenciam que o plantio direto
foi o sistema que apresentou menor interferéncia
na atividade microbiologica do solo, concluindo
que esse sistema proporciona maior biomassa
microbiana e menor perda relativa de carbono
via respiracao, sendo possivel determinar, assim,
maior acimulo de carbono no solo em longo prazo.

O mesmo observa-se em trabalho realizado por
Mendes etal. (2003) cujo objetivo era avaliar
a distribuicido da biomassa microbiana e da
atividade enzimatica do solo sob vegetagao nativa,
sistema de plantio direto e preparo convencional.
Concluiu-se que os sistemas de manejo (plantio
direto e convencional) influenciaram o perfil de
distribuicdo das propriedades bioldgicas do solo e
a atividade enzimdtica mostrou um incremento no
sistema plantio direto. Nesse sentido, fica evidente
a importancia da adogao de praticas sustentaveis
que tem por objetivo a melhoria e a manutengao
das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do
solo.

Diante disso, a hipdtese deste trabalho é que ha
influéncia dos sistemas de manejo de plantio
direto com sucessao e rotagao de culturas na
qualidade, diversidade e atividade biolégica do
solo. Os objetivos foram obter informagdes sobre
a qualidade, diversidade e atividade bioldgica do
solo, nos diferentes sistemas de manejo do solo,
através da atividade das enzimas urease, fosfatase
acida e hidrolise do diacetato de fluoresceina,
carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, taxa
de respiragao basal dos microrganismos e analise
da diversidade genética por meio da técnica de
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

MATERIAL E METODOS

Caracterizagdo da drea experimental

O experimento vem sendo conduzido desde 2013
na area experimental pertencente a Fundacao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO),
no municipio de Julio de Castilhos, na regiao
central do Estado do Rio Grande do Sul, situado o
29°13’39” de latitude sul e a 53°40’38” de longitude
oeste (Londero et al., 2017). O solo é classificado
como um Nitossolo Vermelho (EMBRAPA, 2013).
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Anteriormente a instalacdo do experimento, a drea
vinha sendo ha 20 anos cultivada sob semeadura
direta com soja no verao e trigo, aveia e azevém
no inverno. A escarificacao do solo foi realizada
em outubro de 2013, anteriormente a instalagdo
do experimento, utilizando-se escarificador de
sete hastes, atuando até 30 cm de profundidade.
O cultivo das culturas comerciais e de cobertura
de solo que constituem o manejo de cobertura foi
conduzido de forma mecanizada, sob semeadura
direta, de acordo com as recomendacgdes técnicas
para cada cultura. No decorrer do estudo, a
umidade do solo da area experimental apresentou
valores médios de 19,5 no periodo de verdo e 22,6
no periodo de inverno.

Os tratamentos consistem de uma sucessao e
duas rotacdes de culturas associadas ao sistema
PDE e PDNE, totalizando seis tratamentos, com
trés repeticdes de cada tratamento, os quais foram
distribuidos no delineamento experimental de
blocos ao acaso com trés repeticdes, totalizando
54 unidades experimentais: T1) Sucessao soja-
trigo + compactacao natural; T2) Sucessao soja-
trigo + escarificacao; T3) Rotagao soja-nabo-+trigo/
soja-aveiatervilhaca/soja + compactacao natural;
T4) Rotagdao soja-nabo+trigo/soja-aveiatervilhaca/
soja + escarificagio; T5) Rotacao soja-
aveia+ervilhaca+nabo/milho-crotalaria juncea-
trigo/soja + compactacdao natural; T6) Rotagao
soja-aveiatervilhaca+tnabo/milho-crotaldria
juncea-trigo/soja + escarificagao.

Solo para andlise microbiolégica

Ossolo foi coletado na camada de 0-10 cm de
profundidade, com auxilio de trado calador. Foram
coletadas 8 sub-amostras em “zigue-zague” na
parcela para a formacgao das amostras compostas
de cada unidade experimental. Asamostras
foram acondicionadas em sacos plasticos e
colocadas em caixas de isopor com gelo para a
preservacao do material biologico (Suleiman et al.,
2013). As amostragens foram realizadas em duas
épocas do ano, verao (fevereiro/2016) e no inverno
(setembro/2016), (Quadro 1). Na sequéncia, o
material foi peneirado (2 mm), homogeneizado e
refrigerado a 4°C, com umidade de campo, até o
momento da realizagao das analises.
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Quadro 1 - Estadios de desenvolvimento das culturas em
relacdo ao tempo de amostragem

Periodo Cultura Semeadura Florescimento/
Coleta das amostras*
Verio Soja Dezembro/2015 Fevereiro/2016
Crotalaria Maio/2016 Setembro/2016
juncea
Trigo Junho/2016 Setembro/2016
Aveia Maio/2016 Setembro/2016
Inverno . :
Ervilhaca Maio/2016 Setembro/2016
Nabo Maio/2016 Setembro/2016

*Coleta no periodo do verdo: dia 06/02/2017
*Coleta no periodo do inverno: dia 03/09/2016

Biomassa microbiana

Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

Para a determinagao do carbono e do nitrogénio
da biomassa microbiana do solo foi utilizada a
metodologia de fumigacao-extracao proposta por
Vance et al. (1987).

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

Atividade enzimdtica do solo
Urease
A atividade da enzima urease foi determinada

conforme (Dick etal, 1996). Foram pesados 5g
de solo em tubos tipo Falcon e adicionados 9 mL



da soluc¢dao de Tris hidroximetil aminometano
(THAM) 0,05M e 1 mL da solugao de ureia 0,2M e
apds mantidas em incubadora BOD (MAA415,
Marconi) a 37°C por duas horas, com excecdo
dos controles. Apds o periodo de incubagao a
37°C, retiraram-se as amostras e foi adicionado
30 mL de solugdo refrigerada de KCl-Ag,SO,,
posteriormente, o volume foi ajustado para 50 mL
com adicao de KCI-Ag,50,. A determinagdo do
N-NH," na suspensdo de solo foi realizada de
acordo com metodologia descrita por Tedesco et al.
(1995).

Fosfatase 4cida

A atividade da enzima fosfatase 4cida foi
determinada conforme (Dick efal, 1996), com
adaptagOes propostas por Verchot e Borelli (2005).
Amostras de 1 g de solo foram pesadas em tubos
tipo Falcon, em seguida, foram adicionados 4 mL
de solugajo MUBpH®6,5 (Tris hidroximetil
aminometano + acido maléico + acido citrico +
acido borico — dissolvido em 488 mL de solucao
de NaOH 1 mol L) em todos os tubos e 1 mL de
solu¢do de PNP (0,5 ML (p-nitrofenil fosfato
dissodico), com excecdo dos controles. Apds,
as amostras foram mantidas em incubadora a
37°C por uma hora.

Passado o periodo de incubagao, foi adicionado
4 mL de solu¢ao de NaOH 0,5 mol L', 1 mL de
CaCl, 0,5 mol L, parando a atividade da enzima
fosfatase e 1 mLde PNP 0,5M (somente nos
controles). Apds isso as amostras foram filtradas
em papel filtro (Whatman n® 4). A intensidade
da coloracao amarela do extrato foi determinada
em espectrofotometro (UV-M51 UV-VISIVEL,
BEL Engineering) a 410 nm.

Hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA)

A determinacdo da hidrélise do diacetato de
fluoresceina (FDA) foi realizada de acordo com
Green ef al. (2006). O método tem como principio
a permanéncia da fluoresceina na célula causando
fluorescénciaintracelular que pode ser quantificada
por espectrofotometria. Para isso, 1g de solo foi
incubado com 20 mL de solugao tampao de fosfato
de s6dio 60 mM e 0,1 mL de solu¢dao de FDA 4,8 mM
a 25°C em shaker sob agitacao de 100rpm durante

2 horas, neste momento também foram preparadas
as amostras controle (solo sem adi¢ao da solucao
de FDA 4,8 mM). Apds, foi adicionado em cada
amostra 20 mL de acetona com o objetivo de
cessar a reacao enzimatica e 0,1 mL da solugao
de FDA nas amostras controle. Asamostras
foram filtradas em papel filtro (Whatman n®4) e a
intensidade da coloragao do extrato foi medida em
espectrofotdmetro a 490 nm.

Atividade microbiana do solo

Taxa de respiracao basal

Ataxa respiracdo basal foi estimada através
da quantidade de CO, liberado do solo durante
um periodo de 21 dias de incubacgao, utilizando
metodologia proposta por Stotzky  (1965).
Asunidades experimentais foram constituidas
de recipientes de vidro de aproximadamente
1 L, ficando hermeticamente fechados. Foram
utilizadas amostras de 100 g de solo, mantidas em
incubadora com temperatura de 26°C.

O CQO, liberado foi capturado por 20 mL de uma
solugdo de NaOH 0,5 M. Apos 7 dias de incubagao,
o NaOH 0,5 M foi quantificado por titulagdo com
solucao de HCI0,5 mol L7, sendo adicionado
imediatamente antes 1 mL de BaCl, 1M, para
impedir que o Na,CO, formado através do processo
de respiragdo fosse desdobrado em NaOH + CO,.
Posteriormente, acrescentaram-se trés gotas de
indicador acido/base fenolftaleina 1%.

Novos copos plasticos com 20 mL de solucdo de
NaOH 0,5 M foram colocados nos frascos de vidro
para subsequentes periodos de incubagao. Foram
realizadas trés titulagdes, sendo aos 7, 14 e 21 dias
apods a incubagao.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e quando ocorreram diferengas
significativas pelo teste F, se aplicou as médias, o
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, com
o auxilio do programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2000).
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Andlise molecular

Osolo wutilizado para andlise molecular foi
coletado na camada de 0-10 cm de profundidade.
As amostragens foram realizadas em “zigue-
zague” na parcela com trado calador, sendo sempre
esterilizado com alcool 70% entre um tratamento
e outro. O solo foi acondicionado em tubos tipo
Falcon de 15 mL, colocado em caixas de isopor com
gelo para a preservagao do material bioldgico e
mantido a -20°C até o momento da realizacdo da
analise molecular.

Para a extragdo do DNA gendmico total, 250 mg
de solo foram processados usando o Kit Power
Soil® (MOBIO, Carlsbad, CA, USA), seguindo o
protocolo do fabricante.

Foram testados 11 primers (Quadro2) e as
reagdes de amplificagdo foram preparadas em
volume final de 10 uL contendo 10x Taq buffer,
25 mM dNTPs, 25 pmol primers, 2 mM MgCl,, 1U/ul
Taq DNA polimerase, 10 ng DNA e agua ultrapura
(Harry et al., 2001; Gao et al., 2010). A analise dos
resultados foi realizada através da presenga
(“1”) e auséncia (“0”) de bandas utilizando o
software PyElph (Pavel e Vasile, 2012) e a analise
dos componentes principais (PCA) foi realizada
através do software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA).

Quadro 2 - Cédigos e sequéncias dos primers de RAPD
utilizados neste estudo (Harry et al., 2001; Gao

etal., 2010)

Codigo Sequéncia (5 - 3) Amplificagdo
Co06 GAACGGACTC Nao
C20 ACTTCGCCAC Nao
D04 TCTGGTGAGG Nao
D10 GGTCTACACC Nao
D16 AGGGCGTAAG Nao
D18 GAGAGCCAAC Nao
PS1 TAGGCGGCGG Nao
pPs2 CTGCTGGGAC Sim
PS3 GAGGCCCGTT Nao
PS4 GTCGCCGTCA Sim
PS5 CTCCCCAGAC Sim

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biomassa microbiana

Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

Durante o periodo do inverno (setembro/2016),
nao foram observadas diferengas significativas
entre os tratamentos para o carbono da biomassa
microbiana (CBM). Ja para a coleta realizada no verao
(fevereiro/2016), o tratamento 5 (T5), que corresponde
ao sistema de rotacao II associada ao plantio direto
nao escarificado (PDNE), apresentou um incremento
no CBM quando comparado com os demais
tratamentos, apresentando valor de 102,8 mg kg
solo seco. Os menores valores foram observados para
os tratamentos 1 e 2 (T1 e T2), sendo 87,9 e 83,9 mg kg
solo seco, respectivamente (Quadro 3).

Quadro 3 - Biomassa microbiana entre os diferentes tratamentos nas diferentes épocas de amostragem do solo

Sucessao Rotacao I Rotagao II
Verao Inverno Verao Inverno Verao Inverno
CBM (mg kg solo seco)
PDNE 87,9Ab 144,2Aa 94,0Aab 148,7Aa 102,8Aa 155,4Aa
PDE 83,9Aa 130,3Aa 92,4Aa 146,7Aa 92,9Ba 153,1Aa
NBM (mg kg solo seco)
PDNE 12,4Ab 12,7Ax 12,7Aab 14,7Ax 14,5Aa 14,2Ax
PDE 11,1Aa 12,0Ax 12,4Aa 13,8 A 12,6Aa 13,2Ax

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna, mindscula na linha (verdo) e letras gregas na linha (inverno), ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5%. PDNE: Plantio direto ndo escarificado; PDE: Plantio direto escarificado; CBM: Carbono da Biomassa Microbiana; NBM: Nitrogénio da Biomassa Microbiana;
Sucessado: Soja-trigo; Rotacao I: Soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja; Rotagdo II: Soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotalaria juncea-trigo/soja.
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Ao estudar a comunidade microbiana em solos
com elevado aporte de cobertura vegetal e auséncia
de revolvimento para a cultura da soja Alves et al.
(2011) encontraram valores relativamente maiores
de CBM, para a regido centro-oeste do Brasil,
tendo em vista o acumulo de material organico,
que fornece maior fonte de nutrientes para o
desenvolvimento da comunidade microbiana.
Esses resultados sao semelhantes aos obtidos
por Eekeren et al. (2008), que observaram valores
de biomassa microbiana mais elevados em solos
sob plantio direto, em relacio ao sistema que
empregava a escarificagao do solo.

Semelhantemente ao CBM, o nitrogénio da
biomassa microbiana (NBM), nao apresentou
diferenca estatistica para as analises realizadas
no periodo do inverno. Entretanto, para as coletas
realizadas no verdo, o maior valor observado
para a variavel NBM também, foi no tratamento 5
(T5), apresentando valor de 14,5 mg kg solo seco,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos
onde também foi empregado o PDNE (Quadro 3).
O plantio direto escarificado (PDE) ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos em ambos os periodos de coleta.
Os menores valores foram observados para os
tratamentos 1 e 2 (T1 e T2), sendo 12,4 e 11,1 mg kg
solo seco, respectivamente (Quadro 3). Os dados
do presente estudo corroboram com Silveira et al.
(2006) e Lourente et al. (2010) que observaram um
incremento da biomassa microbiana do solo em
periodos chuvosos (Figura1). Sendo assim, os
altos niveis de biomassa microbiana encontrados
podem ser atribuidos a disponibilidade de
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Figura 1 - Precipitacdo pluviométrica e temperatura média
mensal durante os anos de 2015 e 2016 para o
municipio de Jdlio de Castilhos, RS. (Fonte: IRGA —
Instituto Rio Grandense do Arroz).

nutrientes, carbono organico e residuos de plantas
no solo, além de maiores teores de umidade do solo
e temperatura (Lourente et al., 2010).

Atividade enzimdtica do solo
Urease

No Quadro 4 estao apresentados os valores da
atividade das enzimas urease, fosfatase acida e
FDA no solo, sendo possivel observar diferenca
estatistica somente para as enzimas fosfatase acida
e FDA.

Quadro 4 - Atividade enzimatica do solo entre os sistemas de cultivo plantio direto escarificado e ndo escarificado em duas

épocas de amostragem

Sucessao Rotacao I Rotagao II
Verio Inverno Veriao Inverno Verio Inverno
UREASE (ug de N-NH,* h' g solo seco)
PDNE 58,2Aa 48,0Ax 64,7Aa 43,6Ax 61,2Aa 49,1Aa
PDE 51,2Aa 42,1Ax 63,8Aa 37,3Ax 53,0Aa 43,5Aa
FOSFATASE ACIDA (ug de p-nitrofenol h" g 'solo seco)
PDNE 431,4Ab 319,0AB 791,2Aa 444,0Ax 795,7Aa 526,4Ax
PDE 439,2Ab 217,2AB 768,1Aa 417,3Ax 941,0Aa 487,7Ax
FDA (ug de F h''g? solo seco)

PDNE 62,9Aa 35,0A8 57,8Aa 38,9Bp3 69,5Aa 46,4Ax
PDE 60,0Aa 27,1A8 63,5Aa 48,5Ax 69,4Aa 44 3Ax

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna, miniiscula na linha (verdo) e letras gregas na linha (inverno), nao diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5%. PDNE: Plantio direto ndo escarificado; PDE: Plantio direto escarificado; FDA: Hidrélise do Diacetato de Fluoresceina; Sucessdo: Soja-trigo; Rotagdo I:
Soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja; Rotagdo II: Soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotalaria juncea-trigo/soja.
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A atividade da enzima urease ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos avaliados. Entretanto, ¢ importante
ressaltar que nos tratamentos sob PDNE foram
observados os maiores valores de atividade
enzimatica, em ambos os periodos de coleta
independente da cultura empregada (Quadro 4).

Ao avaliar os tratos culturais utilizados, pode-se
observar que os sistemas nao promoveram
alteracdoes evidentes na atividade da enzima
urease nas diferentes épocas amostradas. Estes
resultados assemelham-se aos que foram obtidos
por Conti et al. (1998), no qual a atividade da urease
nao diferiu entre as rotagdes utilizadas, na regiao
do Pampa da Argentina. Os resultados obtidos
neste trabalho com relacdo a atividade enzimatica
estdao de acordo com outros estudos realizados, os
quais demonstram que ao comparar os sistemas
de PDNE e PDE, a atividade da enzima urease
também esteve superior no sistema PDNE (Lanna
et al., 2010; Lisboa et al., 2012a).

No Rio Grande do Sul, Silveira (2007), observou que
aqueles sistemas sob PDNE apresentaram maiores
valores de atividade da enzima urease quando
comparados ao PDE. Seguindo a mesma tendéncia,
uma maior atividade de urease em sistemas de
plantio direto também pode ser observada por
Roldan etal. (2005). Estes autores obtiveram
valores de atividade enzimatica duas vezes maior
nas areas de PDNE em relacdo as areas de PDE.

Fosfatase acida

Houve uma grande variagao entre as épocas de
coleta com relagdo a atividade da fosfatase acida
(cerca de 118,2% para o verdo e 142,5% para o
periodo do inverno), sendo as amostras coletadas
no periodo do verdo as que apresentaram maior
atividade. Nao foi possivel observar variacdo na
atividade da enzima para o tipo de manejo de solo
utilizado, entretanto com relagdo as comparagdes
entre os sistemas de culturas foi observada
diferenca somente na sucessao (soja-trigo) quando
comparada com as rotagdes Ie II, o que indica
que houve influéncia das culturas utilizadas
(Quadro 4).

Na coleta realizada no periodo do verdo, os valores
para a atividade da fosfatase acida variaram de
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431,4 ug de p-nitrofenol h' g-'solo seco, em area de
PDNE, a 941,0 ug de p-nitrofenol h' g !solo seco,
para o PDE.

Nas amostras coletadas no inverno, observou-se
uma variacdo menor na atividade enzimatica, os
valores variaram de 217,2 a 526,4 ug de p-nitrofenol
h'g1solo seco. A maior atividade desta enzima foi
observada no tratamento 5 (T5), sob sistema de
PDNE, e a menor atividade no tratamento 2 (T2),
em solo escarificado. Estes valores estao dentro de
uma faixa normalmente encontrada em diversos
estudos em sistemas de cultivo, variando de 23
a 2100 ug de p-nitrofenol h' g 'solo seco, tendo
média de aproximadamente 617 mg de p-nitrofenol
kg solo h, para andlises realizadas em solo com
umidade de campo (Conte et al., 2002; Mendes et al.,
2003; Mankolo ef al., 2012).

A maior atividade da fosfatase acida em sistemas
de PDNE também foi observada por Lisboa et al.
(2012a), onde a atividade da fosfatase acida foi
significativamente superiorem areas sob PDNE que
em PDE, com valores variando de 302,6 a 61,5 ug
de p-nitrofenol h' g solo seco, respectivamente.
Esse resultado é similar ao obtido por Roldan et al.
(2005), em que a maior atividade da enzima estd
relacionada as atividades dos fungos micorrizicos
arbusculares. No presente trabalho, também
podem ser observados valores superiores para a
atividade da fosfatase acida nos tratamentos 2 e
6 (T2 e T6), ambos sob solo escarificado, coletados
no periodo do verdo. Estes resultados podem
ser explicados devido ao fato de que a atividade
microbiana tende a diminuir em periodos com
temperaturas mais amenas, e aumentar quando as
temperaturas sao mais elevadas (Silveira, 2007).

Hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA)

Semelhante ao observado na atividade das outras
enzimas analisadas, a hidrolise de FDA apresentou
atividade enzimatica superior na coleta realizada
no verao em comparagao a realizada no inverno.
Além disso, os resultados obtidos foram
superiores para todos os tratamentos sob PDNE,
quando comparado ao PDE, porém essa diferenca
nao foi significativa (Quadro 4). Estes resultados
corroboram com os encontrados por Correa
etal. (2009), onde também obtiveram valores
para a hidrdlise de FDA superiores em solo com



compactacao natural apds cultivo com milho.
Ainda segundo Silva etal. (2004), a atividade
microbioldgica esta diretamente relacionada com
o acumulo de matéria organica na superficie do
solo, o que pode ser obtido através de praticas
conservacionistas como o plantio direto.

Os valores da hidrdlise de FDA variaram de
578 a 69,5 ug de fluoresceina h' g' solo seco, na
amostragem realizada no verao, e de 27,1 a 48,5 ug
de fluoresceina h' g'! solo seco, na amostragem
realizadanoinverno. A menor atividade no periodo
do verao foi observada no tratamento 4 (T4), que
corresponde ao sistema de rotagao Iassociado
ao PDE e a maior atividade no tratamento 5 (T5),
sistema de rotagao II em solo sob PDNE.

De acordo com José etal. (2013), a atividade
microbiana € influenciada pelos sistemas de
manejo, o que demonstra uma redugao dos valores
quando em condigdes de manejo convencional, o
que pode ser causado pelo fato de nao haver adi¢ao
de material organico como fonte de nutrientes para
os microrganismos. Além disso, o tipo de manejo
e o tipo de cultura podem resultar em altera¢oes
na composi¢ao fisica, quimica e na microbiota
do solo (Matsuoka et al.,, 2002). Essas alteragoes
nas propriedades fisico-quimicas interferem nas
fungdes do solo, pois podem, por exemplo, afetar
a disponibilidade de nutrientes e/ou interferir na
atividade enzimatica (Maia ef al., 2010).

Para as coletas realizadas no periodo do inverno,
pode-se observar diferenga estatistica significativa
para o manejo de solo utilizado. A rotacao I quando
associada ao PDE, apresentou resultado cerca
de 24,6% maior em comparagao com o PDNE na
mesma rotagdao. Além disso, houve diferenga

significativa para as culturas utilizadas em solo sob
PDNE. Nota-se que a rotagao II proporcionou um
incremento de 19,2% na hidrolise de FDA, quando
comparada com a rotacdo I, demonstrando que
os sistemas de cultivo tém grande influéncia na
atividade enzimatica dos solos agricolas (Zatorre
et al., 2011).

Atividade microbiana do solo

Taxa de respiracao basal

Os valores obtidos para a taxa de respiragao basal
(C-CO,) ndo apresentaram diferenga estatistica
significativa entre os tratamentos nos dois periodos
de amostragem. Contudo, os maiores valores de
C-CO, foram observados no periodo do verao,
nos tratamentos submetidos ao PDE (T2, T4 e T6)
sendo, 196,8, 247,7 e 260,1 mg C-CO, kg'solo seco,
respectivamente. Ja para as amostragens realizadas
no periodo do inverno, os maiores valores obtidos
foram nos tratamentos com solo sob PDNE (T1, T3
e T5), com valores de 350,8, 348,3 e 319,8 mg C-CO,
kg'solo seco, respectivamente (Quadro 5).

Dentre os atributos biologicos sensiveis as
alteragdes nos sistemas de manejo do solo e
culturas, a biomassa microbiana, recebe um papel
de destaque, representando a parte viva da matéria
organica, respondendo intensamente as flutuagoes
de umidade, temperatura, manejo e qualidade
dos residuos, podendo ser uma potencial fonte de
C-CO, a atmosfera (Singh e Sidhu, 2014). Um dos
principais fatores que determina se o solo pode
atuar como fonte ou dreno de C-CO, é a escolha
do sistema de manejo. Sistemas de manejo que
aumentem a adi¢ao de residuos vegetais e aretengao

Quadro 5 - Respiragao basal (C-C0,) dos microrganismos entre sistemas de cultivo plantio direto escarificado e ndo escarificado

em duas épocas de amostragem

Sucessao Rotacao I Rotagao II
Verao Inverno Verao Inverno Verao Inverno
C-CO, (mg C-CO, kg'solo seco)
PDNE 170,7Aa 350,8Ac 238,7Aa 348,3Ax 256,0Aa 319,1Ax
PDE 196,8Aa 310,4Aa 247,7Aa 332,6Aa 260,1Aa 319,7Aa

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, mintscula na linha (verdo) e letras gregas na linha (inverno), ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%. PDNE: Plantio direto ndo escarificado; PDE: Plantio direto escarificado; C-CO,: respiracao basal; Sucessao: Soja-trigo;
Rotagdo I: Soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja; Rotagao II: Soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotalaria juncea-trigo/soja.
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de carbono no solo se constituem em alternativas
importantes, para aumentar a capacidade de dreno
do C-CO, atmosférico e mitigacao dos problemas
relacionados ao aquecimento global (Amado et al.,
2001; Bayer et al., 2006).

Os residuos vegetais que sao mantidos em
superficie (PDNE) resultam em menores taxas
de decomposicaio quando comparados aos
residuos que sdo incorporados ao solo (PDE),
onde a decomposi¢ao ¢ promovida devido as
alteracdes nas condi¢des microclimaticas do solo,
principalmente relacionadas ao contato (Parton
et al,, 1996). Além disso, os sistemas em que os
residuos sao mantidos em superficie apresentam,
ainda, vantagens relacionadas a melhoria na
qualidade do solo, como a lenta e gradual adicao
de carbono no sistema, menor amplitude térmica,
manuten¢do da umidade, favorecendo no acamulo
de matéria organica do solo (Bayer e Mielniczuk,
2008).

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar
que houve maiores emissdes de C-CO, em solo sob
PDE no periodo do verao. Isto pode ser explicado,
devido ao fato de que na escarificagao, o contato
solo/residuo é aumentado devido ao revolvimento
do solo (Lupwayi et al., 2004; Giacomini ef al., 2007).
O revolvimento do solo, pratica utilizada no PDE,
promove o rompimento dos agregados, liberando
o CO, preso nos espagos porosos (Reicosky,
1997). Além disso, a combinagdo de temperaturas
elevadas no periodo do verao somadas a néao
cobertura do solo, podem também influenciar a
atividade microbiana, ocasionando uma maior
difusividade de C-CO, para a atmosfera, e aumento
da amplitude térmica (Lisboa et al., 2012b).

Jaos menores valores de C-CO, observados
no PDNE, estdo estreitamente relacionados a
lenta e gradual ciclagem dos residuos culturais,
promovidas pelo ndo revolvimento do solo,
liberando compostos organicos que estimulam
a formagdo e a estabilidade de agregados (Elliot,
1986; Reicosky et al., 1995; Assis e Langas, 2010).
Como consequéncia, a MOS fica menos exposta
aos processos microbianos, reduzindo a taxa de
mineralizagao e resultando em um menor fluxo de
CO, para a atmosfera refletindo em uma biomassa
microbiana mais eficiente (Costa et al., 2013).
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Diversidade genética

Através da técnica de RAPD foi possivel verificar
a variabilidade genética entre os tratamentos
adotados no presente estudo. Dos 11 primers de
RAPD testados, trés foram selecionados (PS2, PS4
e PS5) por serem mais informativos e produzirem
bandas mais nitidas.

Os resultados  obtidos através da andlise
dos componentes principais (PCA) indicam
variabilidade  genética presente entre os

tratamentos (Figura 2), o que separou-os em 4
grupos. Os tratamentos 2, 5 e 6 (T2, T5 e T6) nao
apresentaram variabilidade genética entre eles,
sendo, portanto, agrupados como semelhantes.

Estesresultados estdo de acordo com os encontrados
por Gao et al. (2010), que afirmam que as técnicas
em conjunto tornam-se importantes métodos para
a analise da diversidade microbiana. Isto pode
ser observado nas outras anadlises realizadas,
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Figura 2 - Relacdo genética entre os tratamentos utilizados
determinada através da Analise dos Componentes
Principais (PCA), para o periodo do verdo
(fevereiro/2016) e inverno (setembro/2016). Onde
PS2, PS4 e PS5= Primers e T1: Sucessao soja-trigo
+ compactagdo natural; T2: Sucessdo soja-trigo +
escarificagdo; T3: Rotagdo soja-nabo + trigo/soja-
aveia + ervilhaca/soja + compactagdo natural; T4:
Rotacdo soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/
soja + escarificacdo; T5: Rotacdo soja-aveia +
ervilhaca + nabo/milho-crotalaria juncea-trigo/
soja + compactacdo natural e T6: Rotagdo soja-
aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotaléria juncea-
trigo/soja + escarificacdo.



como a BMS e atividade enzimatica. Nota-se que
sempre os menores valores foram observados
nos tratamentos submetidos a tratos culturais
mais simples (sucessdo soja-trigo), que é o caso do
tratamento 1 (T1). Com o resultado da analise de
RAPD, pode-se verificar que este tratamento nao
possui amplificagdo com nenhum dos primers e
também foi o tratamento que apresentou menor
valor para a atividade da enzima fosfatase acida
(431,4 pg de p-nitrofenol h' g' solo seco) o que
leva a concluir que este tratamento possui menor
diversidade microbiana, ou até mesmo, menor
numero de microrganismos, quando comparado
com os demais tratamentos.

Gao et al. (2010), a0 empregar 0os mesmos primers
(PS1, PS2, PS3, PS4 e PS5) utilizados neste estudo
para avaliar a estrutura da comunidade microbiana
em amostras de solo, concluiram que a técnica de
RAPD e outros bioindicadores utilizados para
avaliar a comunidade microbiana como a taxa
de respiragao basal e atividade enzimatica, em
conjunto, tornam-se importantes métodos para a
avaliacao da qualidade do solo.

Além disso, outros primers podem ser utilizados
para andlise tanto da diversidade quanto da
similaridade microbiana do solo, o que pode
ser observado em outros trabalhos realizados
empregando a técnica de RAPD (Dhief et al., 2011;
Martins et al., 2014; Parvin et al., 2016). Do mesmo
modo, além da técnica de RAPD, outros métodos
podem ser utilizados para a analise da diversidade
genética em amostras de solo, como a técnica
de DGGE, ARDRA, T-RFLP, RISA, e SSCP, as
quais permitem obter um perfil da comunidade
microbiana (Bresolin ef al., 2010).

Diante dos resultados obtidos, de forma geral, o uso
da diversidade microbiana, atividade enzimatica e
biomassa microbiana do solo como indicador de
qualidade do solo vém globalmente, avangando
muito. Isso porque tem se tornado consenso no

mundo todo, de que a diversidade microbiana
possui importantes vantagens como indicador
de qualidade do solo, além da importancia como
nicho ambiental para outros organismos do solo
(Aburjaile et al., 2011).

CONCLUSOES

O sistema plantio direto nao escarificado (PDNE)
proporcionou um incremento no conteudo de
carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, na
ordem sucessao < rotagao I < Rotagao II.

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

A taxa de respiragdo basal do solo foi um bom
indicador para demonstrar as alteracdes na
atividade da microbiota nos diferentes sistemas de
manejo avaliados, pois demonstrou ser um atributo
sensivel as variacdes de temperatura, manejo,
umidade e qualidade de residuos avaliados.

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

O plantio direto nao escarificado (PDNE)
associado a rotacdo de culturas contribui para
um aumento nos valores de biomassa microbiana,
atividade enzimatica e estoque de Cno solo.
Estes bioindicadores associados com a técnica de
RAPD tornam-se importantes ferramentas para o
monitoramento e avaliacao da qualidade, atividade
e diversidade biolégica do solo no Sul do Brasil.
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