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RESUMO

Neste estudo foram avaliados atributos qualitativos e quantitativos da
microbiota do solo, visando monitorar alteracdes por diferentes manejos do solo e
das culturas. As avaliagdes foram feitas em um ensaio a campo, conduzido ha 14
anos em Londrina, PR, sob plantio convencional (PC) ou plantio direto (PD) e com
sucessao (S) (soja/trigo) ou rotacéo (R) (tremoco/milho/aveia-preta/soja/trigo/soja/
trigo/soja) de culturas, quando todos os sistemas estavam com soja no estadio de
florescimento pleno. Os incrementos no C e N da biomassa microbiana (CBM e
NBM) no PD foram de 114 e 157 %, respectivamente, em comparacao ao PC; além
disso, o quociente metabdlico (qCO,) foi inferior em 37 % no PD, indicando maior
eficiéncia metabdlica da microbiota do solo. Nao foram detectadas diferencas
nesses atributos em funcdo dos sistemas de rotacéo e sucessado de culturas. A
diversidade genética da comunidade bacteriana total do solo foi superior noPD e
inferior no PC com sucessao de culturas. Em relacéo a fixagao biolégica do N,, a
massa, o N total e a fragdo de N-ureidos acumulados na parte aérea e a eficiéncia
dos nédulos em fixar N, foram superiores no PD. A diversidade genética dos rizdbios
foi afetada, principalmente, pelo manejo das culturas, sendo superior com a rotacgéo,
provavelmente pelo maior nimero de espécies de plantas. Contudo, com a rotacgéo
ocorreu decréscimo na eficiéncia do processo de fixagcéo biolégica do N,, o que
pode estar relacionado com os teores mais elevados de N no solo, ou com a menor
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pressao de selecao por bactérias eficientes. Desse modo, para microrganismos do
solo com fungéao especifica, como os rizébios, a diversidade genética pode ser distinta
da funcionalidade.

Termos de indexagédo: biomassa microbiana, diversidade genética de bactérias,
plantio convencional, plantio direto, rotac&o de culturas, sucessdo de culturas.

SUMMARY: QUALITATIVE AND QUANTITATIVE CHANGES IN SOIL
MICROBIOTA AND BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION UNDER
DIFFERENT SOYBEAN MANAGEMENTS

In this study, quantitative and qualitative microbiological parameters were evaluated
to detect differences related to soil and crop management. The study was carried out in a
field experiment installed 14 years ago on a Rhodic Eutrudox, in Londrina, PR, Brazil.
Treatments were a combination of a crop sequence (S) (soybean/wheat) and a crop rotation
(R) (lupin/maize/black oat/soybean/wheat/soybean/wheat/soybean), either under
conventional tillage (CT) or no-tillage (NT). Evaluations were performed when all systems
were under the soybean cropping season, at full flowering. Amounts of microbial biomass
carbon and nitrogen (MB-C and MB-N, respectively) were 114 and 157 % higher in NT than
in CT. Furthermore, the metabolic quotient (qCO,) was lower under NT, indicating higher
metabolic efficiency of the soil microbes. These parameters were not affected by the crop
sequence/rotation. Genetic diversity of the total soil bacterial community was higher under
NT and lower in the CT system with crop sequence. Regarding the biological N, fixation, it
was found that plant biomass, total N and fraction of

N-ureides in shoots, as well as nodule efficiency, were higher under NT. Genetic
diversity of rhizobia was affected mainly by crop management and was higher under crop
rotation, probably due to the greater number of plant species. However, crop rotation
decreased the efficiency of the biological N, fixation process, which may be related to more
abundant N in the soil or to a lower selection pressure for efficient rhizobia. For soil
microbes with specific functions, e.g., rhizobia, genetic diversity may therefore differ from
functionality.

Index terms: microbial biomass, genetic diversity of bacteria; biological nitrogen fixation,
conventional tillage, no-tillage; crop rotation, crop sequence, microbial biomass.

INTRODUCAO 2002). Como resultado, a area sob PD no Pais

Os diferentes manejos do solo e das culturas afetam
o equilibrio existente entre o solo e 0s organismos que
nele habitam, e o sistema de semeadura conhecido
como “plantio direto” (PD) tem-se mostrado uma das
melhores alternativas conservacionistas para os solos
brasileiros. Em 1971, a FUNDACEP/FECOTRIGO,
no RS, e o IAPAR, no PR, iniciaram os primeiros
ensaios de avaliagao da tecnologia do PD (FEBRAPDP,
2006) e, desde entéo, foram reunidas amplas evidéncias
de que esse sistema resulta em incrementos na
retenc¢do de umidade, decréscimo nas temperaturas
do solo e controle da erosdo do solo e no incremento
nos teores de matéria organica, resultando em maiores
rendimentos das culturas, em comparacio com o
sistema convencional de preparo do solo (plantio
convencional, PC) (Sidiras et al., 1982; Sidiras &
Pavan, 1986; Derpsch et al., 1991; Amado et al., 2001,
Sa et al., 2001; Bayer et al., 2002; Castro Filho et al.,
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incrementou de 2,02 milhées de ha em 1992/93 para
cerca de 22 milhées em 2004, abrangendo 50% de toda
a area cultivada para produgéo de graos (FEBRAPDP,
2006). Os beneficios do PD podem ser ainda maiores
quando associados a rotag¢bes de culturas com
leguminosas que fixam Ny, por exemplo, o trevo-
subterraneo (Trifolium subterraneum), a ervilhaca
(Vicia sativa), o tremoco (Lupinus spp.), ou outros
adubos verdes, como aveia-preta (Avena strigosa) e
nabo forrageiro (Raphanus sativus) (Derpsch et al.,
1991; Castro Filho et al., 1998; Franchini et al., 2000,
2007).

A atividade dos microrganismos afeta diretamente
os atributos quimicos e fisicos do solo e a meso e
macrofauna, contribuindo, ativamente, para
sustentabilidade dos sistemas agricolas. Dentre os
fatores limitantes a atividade microbiana estdo a
disponibilidade de 4gua, energia e nutrientes, a

temperatura, a radiacio e a distribuicio dos agregados
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do solo (Stotzky, 1997; Hungria, 2000). No PD, os
macroagregados do solo sdo mantidos, preservando o
héabitat principal dos microrganismos; além disso,
ocorre maior disponibilidade de matéria organica, fonte
de energia e nutrientes para os microrganismos
(Colozzi-Filho & Balota, 1999; Hungria, 2000).

Nos estudos comparativos que foram realizados até
o presente momento, no Brasil, em geral foi constata-
do que a biomassa microbiana é maior em solos sob o
sistema PD do que sob PC (Cattelan & Vidor, 1990;
Carvalho, 1997; Cattelan et al., 1997b; Balota et al.,
1998, 2003, 2004; Franchini et al., 2007). Ademais,
no PR, foi constatado decréscimo no quociente meta-
bélico (qCO,) microbiano, que, aliado a maior biomassa,
determinaria, a longo prazo, maior acdmulo de C no
solo (Balota et al., 1998, 2004; Franchini et al., 2007).
O PD também favoreceu quantitativamente alguns
microrganismos de importéancia agricola, como bac-
térias diazotréficas (Ferreira et al., 2000; Hungria,
2000) e fungos micorrizicos arbusculares (Colozzi-Fi-
lho & Balota, 1999). Também foram relatados bene-
ficios na microbiota do solo pela inclusio de
leguminosas e, ou, outros adubos verdes no sistema
PD (Ferreira et al., 2000; Franchini et al., 2007),
embora nem sempre tenham sido constatadas dife-
rencas estatisticas (Balota et al., 1998, 2003). E im-
portante salientar que, com freqiiéncia, os atributos
microbioldgicos relacionados a microbiota do solo séo
capazes de detectar alteracgoes pelo manejo do solo e
das culturas em um estadio anterior ao das mudan-
c¢as nos atributos quimicos e fisicos, levando a propos-
ta de sua utilizacdo como bioindicadores de qualidade
do solo (Balota et al., 1998, 2003, 2004; Franchini et
al., 2007).

Em relacio as alteracées qualitativas, no caso de
rizébios microssimbiontes da soja (Glycine max) e do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), foi relatada maior
diversidade de estirpes em solos sob PD, em
comparacio com o PC (Ferreira et al., 2000; Hungria
et al., 2006a; Kaschuk et al., 2006a,b), havendo
relacdo positiva, inclusive, com o rendimento de griaos
(Kaschuk et al., 2006b). Contudo, nem sempre foi
verificada maior diversidade de espécies de rizébios
(Kaschuk et al., 2006a), indicando que varios
parametros precisam ser analisados em conjunto, para
evitar conclusdes precipitadas. Supde-se que, em solos
com maior biodiversidade, a possibilidade de encontrar
classes de microrganismos que atuem em processos
importantes, como a degradacido de defensivos
agricolas e a manutencao dos processos microbiolégicos
sob condi¢des de estresse ambiental, entre outros, é
maior, representando um “efeito-tampao bioldgico”.
Nao é clara, porém, a relacdo entre a biodiversidade e
orendimento da culturas, ou com a sustentabilidade
agricola, principalmente pelo baixo nimero de
informacgoes disponiveis.

Ensaios de longa duragio sdo importantes para
definicdo de atributos estaveis relacionados a
sustentabilidade agricola, bem como para avaliac¢io
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criteriosa do efeito de diferentes manejos do solo e das
culturas nas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas
do solo. Nesse contexto, procurou-se avaliar,
qualitativa e quantitativamente, a microbiota do solo,
bem como uma classe de microrganismos utilizada
como modelo em nossos estudos, os rizdbios
microssimbiontes da soja, em um ensaio estabelecido
ha 14 anos em Londrina, PR, sob PD ou PC, com
rotac¢ao ou sucessao de culturas.

MATERIAL E METODOS

Conducédo do experimento

As avaliagées foram realizadas em um ensaio
estabelecido em 1989 na Estacdo Experimental da
Embrapa Soja (23 ° 11 ’sul, 51 °11 ’oeste e 585 m de
altitude), em Londrina, norte do Parand, em um
Latossolo Vermelho distroférrico eutrofico.

O clima em Londrina é classificado como
subtropical imido, Cfa, de acordo com a classificacdo
de Képpen. No periodo de 1976 a 2004, a temperatu-
ra média anual no municipio de Londrina foi de
21,0 °C, com a temperatura média maxima de 27,2 °C
e minima de 16,6 °C, e a precipitacdo pluviométrica
foi de 1.605 mm. Em janeiro, més de coleta do en-
saio, a temperatura média maxima é de 29,6 °C e a
minima de 19,6 °C; a pluviosidade média é de
201,6 mm, com 209,7 h de insolacdo (IAPAR, 2006).

O experimento foi instalado em 1989 e consiste de
diferentes manejos de solo, envolvendo aracéo e
gradagem e diferentes rotacgoes e sucessoes de culturas;
ele é conduzido em blocos ao acaso com quatro
repetigoes, com parcelas de 15 m de comprimento por
8 m de largura. Para este estudo, foram consideradas
as parcelas sob os sistemas de semeadura conhecidos
como plantio direto (PD) (sem revolvimento do solo) e
plantio convencional (PC) (com aracdo e gradagem),
com sucessio (S) (trigo — Triticum aestivum/soja —
Glycine max) ou rotagao (R) [tremoco (Lupinus albus)/
milho (Zea mays)/aveia-preta (Avena strigosa)/soja/
trigo/soja/trigo/soja] de culturas.

As coletas de solo e de plantas foram realizadas
em janeiro de 2004, quando todas as parcelas estavam
com a soja como cultura de verdo no estadio R2
(florescimento pleno: 50% das plantas de cada parcela
no estadio de florescimento pleno). A soja era a Gltima
cultura da rotagao e, no inverno anterior, todas as
parcelas estavam com trigo. Na semeadura, as
sementes de soja foram tratadas com inoculante
turfoso, contendo as estirpes de Bradyrhizobium
elkanii SEMIA 587 e B. japonicum SEMIA 5080
(=CPAC 7), na concentracido de 600.000 células/
semente. A inoculacéo foi realizada conforme descrito
anteriormente (Hungria et al., 2006b). A safra de
2003/2004 foi caracterizada por limitada
disponibilidade de dgua [época e precipita¢do (em mm)
efetiva em 2004 e, entre parénteses, precipitacao
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normal esperada]: 10/2003-15,4 (156,0); 11/2003—
127,8 (155,4); 12/2003-119,6 (232,00); 01/2004—-143,8
(216,4); 02/2004—105,3 (176,8); 03/2004-131,2 (138,3);
€ 04/2004-66,1 (114,6). As temperaturas médias nessa
safra foram [época, temperatura média no ano e, entre
parénteses, temperatura média esperada °C]: 10/2003—
21,5 (20,7); 11/2003-22,7 (22,1); 12/2003-23,4 (23,1);
01/2004-23,2 (23,1); 02/2004-23,4 (24,0); 03/2004—23,1
(23,4); e 04/2004-22,2 (21,2).

As propriedades quimicas do solo (camada de 0—
10 cm) em 2004 foram avaliadas segundo Pavan et
al. (1992) e podem ser visualizadas no quadro 1.

As praticas do experimento, relativas a preparo de
solo, adubacdo, calagem, semeadura, irrigacio e
controle de plantas invasoras, foram realizadas de
modo uniforme em todas as parcelas, conforme as
recomendagdes para as culturas da soja e do trigo no
Estado do Paran4, disponibilizadas antes de cada safra
(http://www.cnpso.embrapa.br). Os rendimentos
foram avaliados na coleta final, com colheita mecanica,
em uma area de 3,0 x 15 m, correspondente ao
tamanho da plataforma da colheitadeira. As sementes
foram limpas e pesadas e os valores corrigidos para
13 % de umidade, apds determinacido do nivel de
umidade em um determinador de umidade de graos
(Vurroughf 700).

Analises microbioldgicas

Todas as coletas e avaliacoes foram realizadas em
janeiro de 2004.

AvaliagOes da microbiota do solo
Coleta do solo

De cada uma das parcelas (15 x 8 m, quatro
repeti¢gées) foram coletadas seis subamostras
deformadas de solo, da camada de 0-10 cm, nas
entrelinhas, utilizando-se uma p4; as amostras foram
homogeneizadas e transportadas para o laboratorio,
onde foram cuidadosamente homogeneizadas,
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retirando-se restos de raizes ou residuos vegetais. As
amostras foram, entdo, peneiradas (4 mm, 5 mesh) e
armazenadas em saco plastico, dando origem a uma
amostra composta. Para analise da biomassa
microbiana (C e N da biomassa microbiana e
respiracdo basal) as amostras compostas foram
armazenadas por, no maximo, uma semanaa 4 °C e,
para analise da diversidade microbiana (item 2.1.5),
as amostras foram mantidas a -70 °C, até o momento
das analises.

Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

Utilizou-se o método de fumigacao-extracgao
modificado de Vance et al. (1987) para o C e de Brookes
et al. (1985) para o N. Amostras de 20 g de solo foram
fumigadas ou ndo com cloroférmio (CHCl;) isento de
alcool, durante a noite (aproximadamente 16 h),eo C
e N foram extraidos com sulfato de potassio (Ky,SO,)
0,25 mol L1, As amostras foram agitadas por 1 h a
200 rpm, centrifugadas por 10 min a 2.500 rpm e
filtradas em papel qualitativo; os extratos foram
congelados, para analise do C e do N totais. O teor de
C nos extratos foi determinado colorimetricamente
apds oxidacdo com Mn3*, segundo Bartlett & Ross
(1988), e o teor de N nas mesmas fracoes foi
determinado por digestdo Kjeldahl e determinacao
colorimétrica do N-NH, pelo método de azul de
indofenol (Feije & Anger, 1972). Para os calculos,
utilizou-se um k,de 0,38 para o C (Vance et al., 1987)
eum k, de 0,54 para o N (Brookes et al., 1985). Outras
trés amostras de solo foram coletadas na camada de
0-10 cm e secas a 105 °C, para determinacio da
densidade aparente do solo (Blake, 1965). Os valores
de biomassa microbiana foram corrigidos pela
densidade e expressos em pg g'! de C ou de N da
biomassa microbiana de solo seco.

Respiracao basal

A respiracgio foi avaliada pela determinacgéo do C-
COy liberado em amostras ndo-fumigadas, incubadas

Quadro 1. Propriedades quimicas do solo® na camada de 0-10 cm, em 2004, no ensaio realizado em Londrina,

PR

Manejo Manejo 3+ + 2+ 2+ () (4) (4)
lo® 1t @ PH CaCl: Al H + Al K Ca Mg SB CTC A% N C P

solo cultura

cmole dm™ % — gdm®

PC R 5,11 0,01 4,06 0,67 3,76 1,45 5,88 9,94 59,0 2,10 19,47 17,8
PC S 5,41 0,00 3,69 0,60 4,86 1,83 7,28 10,98 66,4 1,54 20,62 20,6
PD R 5,34 0,02 4,47 0,92 4,37 1,89 7,18 11,65 61,0 2,38 22,34 36,8
PD S 5,48 0,00 3,68 0,86 5,27 2,33 8,45 12,13 69,0 2,01 23,98 40,2

@ Composicdo fisica, em g kg': argila, 710; silte, 82; areia, 208. @ Sistema de preparo do solo: plantio direto (PD) e plantio
convencional (PC). ® Sistema de manejo das culturas: rotacdo (R): tremogo/milho/aveia-preta/soja/trigo/soja/trigo/soja; sucessdo
(S): (trigo/soja). @SB (soma de bases) = K* + Ca?" + Mg?"; CTC-pH 7,0 (capacidade de troca de cations) = K* + Ca?" + Mg?" +

(H + Al); V (saturagéo por bases) = (SB/CTC pH 7) x 100.
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por 10 dias, e capturando o CO5 em uma solugéo de
hidréxido de s6dio (NaOH) 0,5 mol L1, Inicialmente,
amostras de 20 g de solo tiveram a umidade corrigida
para 24 % da capacidade de campo com agua deionizada
e foram colocadas em frascos de 300 mL, deixando-se
em repouso no escuro por 12 h, em temperatura
ambiente. Apés esse periodo, as amostras foram
colocadas em recipientes de 2 L contendo frascos com
NaOH 0,5 mol L1 e 20 mL de 4gua, procedendo-se &
vedacio dos frascos e incubacgio, no escuro, a 25 °C,
por 10 dias. Para cada repetigao, foi incubado um frasco
sem solo (branco), mas com NaOH 0,5 mol Ll e 4gua
deionizada. Apds o periodo de incubacdo, o NaOH
presente nos potes de cada amostra foi titulado com
acido cloridrico (HCI) 0,2 mol L't padronizado. Os
valores de respiracgéo obtidos foram expressos em
ng g'tdial de C-CO, no solo seco.

Quociente metabdlico (qCO,)

Para obtencédo do qCO,, foi feita a divisdo da
respiracdo basal pelo C da biomassa microbiana. Os
valores foram expressos em (ng d'! de C-CO por pg de
C microbiano).

Os dados foram submetidos a analise de variancia,
usando o programa SAS (SAS, 1999).

Composicdo bacteriana do solo avaliada em
gel desnaturante (DGGE, Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis)

Foram utilizadas as amostras de solo de cada
parcela, coletadas e compostas, conforme descrito em
coleta do solo. Na extracdo do DNA total do solo foram
utilizadas amostras de solo de 0,25 g e o “Ultraclean™
Soil DNA Kit” (Mobio Laboratories USA), conforme
especificacées do fabricante. A pureza e concentracio
do DNA foram avaliadas em um gel de agarose a 1%
em TBE 1X, utilizando como peso-padrao “Low DNA
Mass™” (Invitrogen-Life Technologies).

Foram realizadas duas reacoes de amplificagdo do
DNA total do solo para a regido que codifica o gene
16S rRNA. Inicialmente, o DNA do solo (20 ng) foi
amplificado com os “primers” rD1 e fD1 (15 pmol de
cada “primer” por reacdo), descritos por Weisburg et
al. (1991), que amplificam praticamente toda a regiao
do DNA que codifica para o gene 16S rRNA (~1.500
pares de bases, pb). A amplificacio foi realizada usando
os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturacgdo inicial a
95 °C por 2 min; 15 ciclos de desnaturagdo a 94 °C
por 15 s; 93 °C por 45 s; anelamento dos “primers” a
55 °C por 45 s; e extensdo a 72 °C por 2 min; a reacio
foi finalizada com manutencéo a 4 °C. Na segunda
reacdo, os produtos da reagéo (10 ng por reagdo) foram
submetidos a uma nova amplificacdo, também com
“primers” especificos para o 16S rRNA, mas
codificando uma regido menor: “primer” F (5°-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCAC-
GGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3) e R (5'-
GCGTGTGTACAAGACCC-3") (10 pmol de cada
“primer” por reacdo). A amplificagido foi realizada
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usando os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturagio
inicial a 94 °C por 2 min; dois ciclos a 94 °C por 1 min,
a 60 °C por 2 min e a 72 °C por 2 min; dois ciclos a
94 °C por 1 min, a 59 °C por 2 min e a 72 °C por 2 min,;
e assim por diante, em ciclos de duas vezes, até atingir
a temperatura de anelamento de 55 °C. As reagdes
de amplificacdo foram realizadas em um termociclador
PTC-100™ MJ Research, Inc. Os produtos das
amplifica¢ées foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose (1,5 %, p/v),—tendo a pureza confirmada
—e, entdo, submetidos a analise de DGGE.

Os produtos das amplifica¢ées foram submetidos
a eletroforese em um aparato de DGGE (Bio-Rad
DCode), no gradiente de 20 a 75 % de uréia, a 100 V,
por 16 h, conforme descrito anteriormente (Nogueira et
al., 2006). Apos a corrida, os géis foram corados com
brometo de etidio, fotografados sob radiacdo UV
(302 nm), e as bandas resultantes foram analisadas pelo
programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk,
Bélgica, v.1.0.1), com nivel de tolerancia de 3 %. Para o
agrupamento foi usado o algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with arithmetic
mean, Sneath & Sokal, 1973) e o coeficiente de Jaccard.

Avaliacdes envolvendo a simbiose soja-
rizébio
Populacgao de rizébios

A populacao de rizébios capazes de nodular a soja
foi avaliada pelo método do niimero mais provavel
(NMP) com contagem em plantas (Vincent, 1970),
utilizando plantulas de soja da cultivar BRS 133. Os
resultados foram expressos em nimero de células g'!
solo seco.

Avaliacéo da fixacao biolégica do nitrogénio
em soja

No estadio R2, 20 plantas de soja foram coletadas
a0 acaso, de cada parcela, evitando-se a area central
de estimativa de rendimento, para avaliacdo da
nodulacgéo e do crescimento das plantas. No laboraté-
rio, a parte aérea foi separada das raizes, lavada em
4gua destilada e acondicionada em saco de papel. As
raizes foram lavadas em agua corrente, sobre penei-
ra, e acondicionadas em sacos de papel, juntamente
com noédulos porventura caidos na peneira. Todo o
material foi colocado em uma estufa a 65 °C, com ven-
tilagédo forgada, até atingir massa constante (aproxi-
madamente 72 h). Os nédulos foram separados das
raizes, contados e colocados para secagem novamen-
te, a 65 °C, com ventilagdo for¢cada, até atingir massa
constante. Procedeu-se a pesagem de todo o material.

Apbs a pesagem, a parte aérea fol moida em
micromoinho, em 20 mesh, para analise dos teores de
N total e de N-ureidos. O N total foi avaliado na parte
aérea, conforme descrito anteriormente (Hungria et
al., 2006b). A analise do teor de N-ureidos foi feita com
base no método de hidrélise seletiva dos ureidos a
glioxilato, em peciolos e folhas de soja coletados em
R2 e moidos, segundo Hungria et al. (2006b).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia
(SAS, 1999).

Diversidade genética dos rizobios
Isolamento dos rizébios e do DNA

Na anélise da diversidade genética dos rizébios fo-
ram utilizados 30 nédulos por parcela, escolhidos ao
acaso. No laboratorio, procedeu-se ao isolamento e a
purificacdo das bactérias, segundo Vincent (1970). As
caracteristicas morfolégicas das bactérias isoladas
foram determinadas em meio de cultura com extrato-
de-levedura, manitol e 4gar (meio yeast-mannitol-
agar, YMA, Vincent, 1970) modificado (contendo
5,0 g L't de manitol-CgH;40¢), com azul de bromotimol
(0,00125 %) como indicador. Para caracterizacéo, fo-
ram utilizados os atributos de cor, mucosidade, trans-
paréncia, bordas, elevacao e reacdo acida ou basica,
definidos por Vincent (1970). Apds confirmacio da
pureza, as bactérias foram armazenadas em meio YM
(sem agar)-modificado com glicerol p.a. (25 %) a -
80 °C; as culturas de trabalho foram mantidas em
meio YMA-modificado inclinado, a 4 °C. Rotineiramen-
te, as estirpes foram crescidas em YM-modificado, a
28 °C, em um agitador operando a 65 ciclos min-!,

Para extracdo do DNA, as bactérias foram crescidas
em meio YM-modificado a 28 °C, até a concentracéo
de 108 células mLl. Procedeu-se, entdo, a extracdo
do DNA conforme descrito por Kaschuk et al. (2006b).
As amostras foram armazenadas a -20 °C, para as
analises de diversidade.

Diversidade genética de estirpes de rizébios
(BOX-PCR)

Para deteccao da diversidade de estirpes, o DNA
das bactérias foi amplificado pela técnica de PCR
(“polymerase chain reaction”) com o “primer” BOX,
que amplifica regides conservadas e repetitivas do DNA
cromossémico, em geral no espaco intergénico,
conforme descrito anteriormente (Kaschuk et al.,
2006b). Os géis foram corados com brometo de etideo
e fotografados sob radiagdo UV; as bandas resultantes
foram analisadas pelo programa Bionumerics.

Diversidade genética de espécies de rizébios
(RFLP-PCR 16S rRNA)

Quanto a detecgdo da diversidade de espécies,
procedeu-se a amplificagdo do DNA (20 ng de cada
isolado), pela técnica de PCR com os “primers” rD1 e
fD1 (Weisburg et al., 1991) (15 pmol de cada “primer”
por reacdo), conforme descrito por Menna et al. (2006).
O resultado da amplificacdo foi verificado pela
visualizac¢do dos fragmentos em gel de agarose de
8 x 10 cm a 1,5 %; o padrio de peso molecular utilizado
foi o “Low DNA Mass™” (Invitrogen-Life
Technologies). Para andlise do polimorfismo dos
comprimentos dos fragmentos de restricdo do DNA
(técnica de RFLP, “Restriction Fragment Length
Polymorphism”), os produtos de PCR foram digeridos
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com as seguintes enzimas de restri¢cdao: Hpa Il (5°-C/
CGG-3%; 3-CGC/C-5), Hhal (5°-GCG/C-3’; 3’-C/GCG-
5 e Ddel (5-C/TNAG-3’; 3'-GANT/C-5") (Invitrogen
- Life Technologies) e as analises foram realizadas
conforme descrito por Kaschuk et al. (2006a,b). Os
géis obtidos foram corados com brometo de etideo e
fotografados sob radia¢do UV; as bandas resultantes
foram analisadas pelo programa Bionumerics,
conforme descrito na determinacio da composicio
bacteriana do solo em gel desnaturante.

indices de diversidade genética

No céalculo dos indices de diversidade genética dos
rizébios, com base nos perfis obtidos por BOX-PCR e
RFLP-PCR, foi considerado o nivel de similaridade de
70 %, obtido na andlise por UPGMA, e o coeficiente
de Jaccard; foram considerados como perfis distintos
aqueles que apresentavam similaridade inferior a 70 %.

A abundéancia de perfis obtidos nas andalises de
BOX-PCR e RFLP-PCR em cada categoria de manejo
de solo e das culturas foi analisada com o programa
SPADE (“Species Prediction and Diversity
Estimation”) (Chao & Shen, 2003-2005). A riqueza
genética das populagoes de cada manejo foi calculada
com o indice ACE (“abundance-based coverage
estimator”), uma estimativa ndo-paramétrica proposta
por Chao & Lee (1992), na qual as espécies observadas
sdo separadas em dois grupos: raros e abundantes.
Nessa andlise, somente os individuos do grupo raro
sdo usados para estimar o naumero de individuos que
estariam faltando na amostragem. O indice de
diversidade de Shannon foi calculado com a equacao
proposta por Shannon & Weaver (1949), e uma
estimativa ndo-paramétrica do mesmo indice foi
baseada no método de cobertura de amostragem e
espécies ndo observadas (Chao & Shen, 2003). Neste
estudo foi considerado o valor de “cut-off” de 4,0. A
similaridade entre as comunidades foi avaliada pelo
indice de Jaccard (ajustado e néo ajustado para
considerar espécies ndo observadas) (Chao et al., 2005),
e a predi¢io de novas espécies em um levantamento
mais amplo foi estimada conforme recomendado por
Shen et al. (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliac6es da microbiota do solo

Avaliagdes quantitativas

O C e oN dabiomassa microbiana (CBM) e NBM)
foram superiores no plantio direto (PD), tanto no
sistema de cultura em sucessao (S) como em rotacéo
(R), quando comparados ao plantio convencional (PC)
(Quadro 2), confirmando resultados obtidos
anteriormente nos solos do Parana (Carvalho, 1997,
Cattelan et al., 1997b; Balota et al., 1998, 2003, 2004;
Franchini et al., 2007). Quando comparado ao PC, o
incremento na CBM apés 14 anos sob PD foide 114 %,
e o da NBM, de 157 %. O incremento da biomassa
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microbiana em solos sob PD pode ser atribuido a varias
caracteristicas favoraveis desse sistema: pela
manutencio dos macroagregados do solo (Sidiras et
al., 1982; Derpsch et al., 1991; Castro-Filho et al.,
1998, 2002; Franchini et al., 2000), preservando o
nicho principal de atividade dos microrganismos; pelo
maior acamulo de C no solo (Franchini et al., 2000,
2007; Amado et al., 2001; Sa et al., 2001; Bayer et al.,
2002), representando maior fonte de energia e
nutrientes para os microrganismos; pela redugio nas
temperaturas maximas e na oscilagdo de
temperaturas do solo (Sidiras & Pavan, 1986; Derpsch
etal., 1991), bem como pela maior retencio de umidade
do solo (Sidiras et al., 1982; Derpsch et al., 1991),
ambos favorecendo o crescimento e a atividade dos
microrganismos.

No PD, houve reducio da acidez na camada de
0-10 cm e incremento no teor de nutrientes do solo,
com énfase no P (Quadro 1). Conseqiientemente, a
avaliacdo da microbiota relacionada ao P deve ser
melhor investigada, a fim de estimar sua contribui¢io.
De fato, estimulo nos fungos micorrizicos arbusculares
sob PD ja foi relatado no Parana (Colozzi-Filho &
Balota, 1999), bem como na atividade enzimatica da
fosfatase acida em um PD conduzido ha 21 anos nos
Cerrados (Mendes et al., 2003b). Nesse estudo
conduzido nos Cerrados, os teores de P também foram
superiores no PD, fator atribuido pelos autores ao
menor revolvimento no solo, favorecendo a
concentracao do fésforo trocavel na camada superficial.
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Nesse caso, a inibigdo das fosfatases pelo P seria
inferior a do PC, onde os fertilizantes sdo misturados
ao solo. Além disso, apesar de os teores de P serem
mais elevados, a alta afinidade desse nutriente com
os colbides organominerais favoreceria a adsorgéo dos
anions fosfato, reduzindo seu efeito inibidor sobre a
atividade da fosfatase (Mendes et al., 2003b).

De grande relevancia é considerar que, apesar do
incremento expressivo na emissdo de CO,, (respiragdo)
e na CBM, o quociente metabdlico (qCOs) nos solos
sob PD h4 14 anos foi reduzido em 37 %, indicando
maior eficiéncia metabdlica da microbiota do solo
(Quadro 2). O menor qCOs contribui, fortemente, para
o maior acimulo de C no solo com o tempo, conforme
também observaram Balota et al. (1998, 2003) e
Franchini et al. (2007), em ensaios de longa duragéo
realizados no Parana. Eimportante salientar, ainda,
que os resultados obtidos neste estudo reforcam que
as avaliagoes da biomassa microbiana podem ser de
grande utilidade como bioindicadores da qualidade do
solo (Balota et al., 1998; Franchini et al., 2007), pois
precedem aquelas constatadas nos métodos tradicionais
de avaliacio dos teores de matéria organica e outras
propriedades quimicas e fisicas do solo.

Em relagdo ao manejo das culturas, ndo foram
constatadas diferencas estatisticas nos valores de
respirac¢do, CBM, NBM e qCO, (Quadro 2). Tem-se
observado, com freqiiéncia, a complexidade da
comparacio entre diferentes sistemas de cultura,

Quadro 2. Emisséao de CO, (respiragéo), C e N da biomassa microbiana (CBM) e (NBM) e quociente metabodlico
(gC0O,) em um solo do Parana ha 14 anos sob diferentes manejos do solo e das culturas

Solo™ Cultura® Respiracédo basal

CBM

NBM qCO:

png gt d! de C-CO;

pg gt de C no

pg g de N no ng d*' pug’ de C-CO: do

no solo seco solo seco solo seco CBM
Manejo do solo x manejo das culturas®
PC R 1,52 b 286,0 b 42,1 Db 5,32 b
PC S 1,64 b 276,2 b 40,7 b 5,94 b
PD R 2,09 a 658,0 a 102,2 a 3,18 a
PD S 2,13 a 547,8 a 110,8 a 3,89 a
Manejo do solo®
PC 1,568 b 281,1b 41,4 b 5,63 a
PD 2,11 a 602,9 a 106,5 a 3,563 b
Manejo das culturas®
1,80 a 472,0 a 72,2 a 4,25 a
S 1,88 a 412,0 a 75,8 a 4,91 a

@ Sistema de preparo do solo: plantio direto (PD) e plantio convencional (PC). @ Sistema de manejo das culturas: rotagdo (R):
tremoco/milho/aveia-preta/soja/trigo/soja/trigo/soja; sucesséo (S): (trigo/soja). @ Médias de quatro (manejo de solo x culturas) ou
oito repetigoes (manejo do solo ou das culturas); valores seguidos pela mesma letra, em cada uma das anélises, ndo diferem

estatisticamente (p < 0,05, Tukey).
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particularmente quando envolvem a soja. Ndo restam
dividas sobre os beneficios resultantes de
determinadas rotagdes de culturas, por exemplo, no
incremento nos teores de N nos solos pela introdugéo
de leguminosas (Amado et al., 2001; Franchini et al.,
2007) ou pelo uso de adubos verdes que favorecem as
propriedades fisicas do solo, reduzindo a compactacio,
como a aveia e o nabo forrageiro (Torres & Saraiva,
1999). Neste estudo, nas parcelas com rotacao de
culturas houve acréscimo no pH do solo, mas
decréscimo em todos os nutrientes, exceto o K, e,
principalmente, incremento nos teores de N,
provavelmente ainda um efeito residual do tremoco,
quando comparado a sucesséao soja/trigo (Quadro 1).
A complexidade da introdugao de diferentes culturas
também foi verificada em outros estudos, onde néo
houve correlagdo entre rotagdo/sucesséo de culturas e
a blomassa e atividade microbiana do solo (Cattelan
et al., 1997a; Balota et al., 1998; Franchini et al.,
2007).

Avaliac¢Oes qualitativas

Houve pouca variacio entre os perfis obtidos nas
parcelas de cada tratamento, e, na anélise por UPGMA
e coeficiente de Jaccard, a similaridade foi superior a
95%, indicando reprodutibilidade e confian¢a na ana-
lise. A figura 1 mostra os perfis representantes de
cada tratamento, com evidéncias de diferen¢as na di-
versidade genética, verificando-se menor diversidade
no sistema PC com sucessido de culturas. Os siste-
mas sob PD apresentaram maior diversidade, com
destaque para duas bandas de maior intensidade, apon-
tadas com setas na figura 1. Desse modo, os resulta-
dos confirmam que, apds 14 anos, os sistemas de
manejo do solo e de culturas também afetaram quali-
tativamente a diversidade da comunidade bacteriana
do solo. Recentemente, Peixoto et al. (2006), usando o
16S rRNA como biomarcador na analise de DGGE,
constataram apenas diferencas pequenas entre o sis-
tema PD e o PC em Santo Antonio de Goias, GO.
Ainda nesse estudo, as diferencas foram mais claras
com o uso de outro marcador, o gene rpoB, porém os
autores ndo detectaram diferencas entre rotagoes de
culturas (Peixoto et al., 2006). E possivel que, no caso
do ensaio realizado em Londrina, as diferencas te-
nham sido detectadas pelo maior tempo sob distintos
sistemas de semeadura e cultivo. E interessante ob-
servar, ainda, que Wardle et al. (1997), em um estu-
do com 32 espécies de plantas, ndo encontraram evi-
déncias de que a riqueza das espécies que compunham
os residuos vegetais fosse importante para o funcio-
namento do ecossistema, mas sim a presenca das es-
pécies vivas. Ao contrario, neste trabalho houve indi-
cacdo de que, ap6s 14 anos, os residuos das plantas
em rotacdo afetaram a diversidade da comunidade
bacteriana, particularmente no sistema PD.

As bactérias representam apenas uma fracéo da
microbiota do solo e, inclusive, existem indicacoes de
que, na transi¢io do PC para o PD, ocorre aumento
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PD-S PC-S PC-R PD-R

Figura 1. Perfil de DNA total do solo amplificado com
“primers” para a regido que codifica o gene
ribossomal 16S e submetido & anélise de DGGE.
Solos correspondentes aos seguintes tratamentos:
plantio direto (PD), plantio convencional (PC)
com sucessao (S: sojal/trigo) ou rotacao (R:
tremoco/milho/aveia-preta/soja/trigo/soja/trigo/
soja) de culturas.

na populacgao de fungos (Hungria, 2000); contudo, os
resultados deste estudo indicam coeréncia entre a
BMC, 0 qCO,, e 0s perfis obtidos na analise de DGGE.
Além disso, fica evidenciado o potencial de utilizagio
de perfis por DGGE como bioindicadores de qualidade
do solo. Wellbaum et al. (2004) citam varios trabalhos,
realizados em outros paises, em que a diversidade
microbiana fol incrementada em sistemas com reducio
de preparo do solo, concluindo que a minimizagéo das
operacgbes mecanicas tenderia a maximizar a
diversidade microbiana, pela menor ruptura do
substrato na cadeia tréfica, bem como pela menor
dissecacdo, compactacao do solo e melhor adequacéo
do volume de poros.

Simbiose soja-rizébio

Avaliacao da fixacao bioldgica do N, e do
rendimento da soja

Nao foram detectadas diferencas entre os sistemas
de manejo do solo e das culturas na populagio de
rizébios, e todos apresentaram nimero de células
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viaveis elevado (Quadro 3). Em outros ensaios de
rotacdo/sucessdo de culturas também n&o foram
observadas diferen¢as no nimero de células viaveis
de rizdbios, exceto pelas sucessoes que incluiam apenas
gramineas (Hungria & Stacey, 1997; Ferreira et al.,
2000). O nimero de nédulos foi superior no PC, mas
a massa de nédulos nao diferiu entre o PC e o PD;
contudo, a massa e o N total da parte aérea foram
superiores no PD. Desse modo, a eficiéncia dos nédulos
foi significativamente superior no PD, em relagéo ao
PC, bem como a contribui¢do do processo de fixacdo
biolégica, avaliada pela fracdo de N-ureidos.
Finalmente, o PD resultou em maior rendimento de
graos (em média, 2.702 kg ha'l), superior em 46 % ao
tratamento sob PC (1.847 kg ha'!) (Quadro 3).

Em relacdo a fixacao biolégica do Ny, ja foram
relatados, no Parana, beneficios pela ado¢do do PD, o
qual, quando comparado ao PC, apresentou maior
numero de células de Rhizobium e Bradyrhizobium
(Ferreira et al., 2000; Hungria, 2000), maior acimulo
de flavonéides indutores dos genes da nodulacéo de
Rhizobium e Bradyrhizobium (Hungria & Stacey,
1997; Hungria, 2000), maior nodulacdo (Voss &
Sidiras, 1985; Hungria, 2000), maiores taxas de fixagao
biolégica do Ny e, em conseqiiéncia, rendimentos mais
elevados (Hungria & Stacey, 1997; Hungria, 2000;
Hungria et al., 2005). Os beneficios devem estar
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relacionados, em grande parte, ao funcionamento dos
nodulos, pelas melhores condi¢oes de umidade, aeracio
e temperatura dos solos; além disso, o sistema pode
promover a selecdo de bactérias mais eficientes no
processo de fixacdo do Ny, conforme indicaram os
estudos de Ferreira et al. (2000).

No caso de soja cultivada anualmente ou a cada
dois anos, Ferreira et al. (2000) ndo constataram
diferencas na eficiéncia de rizébios provenientes de
rotacgdo (soja/trigo/milho) ou sucesséao (soja/trigo) de
culturas, sendo inferior apenas no caso de sucessio
com graminea (trigo/milho). Neste ensaio, também
nao foram detectadas diferencas significativas, entre
os manejos de culturas, em rela¢io a nodulagéo, bem
como na massa, N total e N-ureidos acumulados na
parte aérea e nos rendimentos de graos (2.204 kg ha'!
na rotacio e 2.345 kg ha'l na sucessio), porém a
eficiéncia dos nédulos foi superior com a sucessio de
culturas (Quadro 3). Cattelan et al. (1997a) também
néao observaram diferencas estatisticas no rendimento
de graos em fungao de diferentes rotagdes/sucessoes
de culturas, e as principais diferencas foram obtidas
em funcdo dos anos. De fato, incrementos no
rendimento em funcdo de rotagdes de culturas sdo,
em geral, constatados quando todas as culturas sédo
consideradas, em um maior periodo de tempo (Hungria
et al., 2005; Franchini et al., 2007).

Quadro 3. Dados relacionados a fixagédo biolégica do nitrogénio em soja avaliados em R2 e rendimento de
gréos no final do ciclo da cultura em funcéo de diferentes manejos do solo e das culturas, em um ensaio

conduzido had 14 anos em Londrina, PR

Rizoébio Nodulagcao em R2 Parte aérea em R2 .
Solo™ Cultura® células Rendimento
no solo Namero Massa Massa N total Eficiéncia N-ureido de grios
n° g’ n°/planta mg/planta  g/planta mg/planta mg mg' de N % kg ha
de N nos nédulos
Manejo do solo x manejo das culturas®”
PC R 1,094.10°  68,3ab 2322 a 2,28 ¢ 80,1 ¢ 0,34 b 79,8 b 1.747 b
PC S 1,115.10°  89,5a 269,0 a 2,57 be 98,3 be 0,36 b 82,4 b 1.947 b
PD R 1,228.10° 44,0 b 208,8 a 2.82ab  123,2 ab 0,59 a 91,2 a 2.662 a
PD S 1,115.10°  45,5b 218,5 a 3,11 a 150,5 a 0,69 a 94,3 a 2.743 a
Manejo do solo®™
PC 78,9 a 250,6 a 2,42 b 89,2 b 0,35 b 81,1b 1.847 Db
PD 44,8 b 213,6 a 2,96 a 136,8 a 0,64 a 92,8 a 2.702 a
Manejo das culturas®”
56,2 a 220,5 a 2,65 a 101,6 a 0,46 b 85,5 a 2.204 a
S 67,5 a 243,8 a 2,84 a 124,4 a 0,52 a 88,4 a 2.345 a

@ Sistema de preparo do solo: plantio direto (PD) e plantio convencional (PC). @ Sistema de manejo das culturas: rotacdo (R):
tremoco/milho/aveia-preta/soja/trigo/soja/trigo/soja; sucessdo (S): (trigo/soja). @ Médias de quatro (manejo de solo x culturas) ou
oito repeti¢ées (manejo do solo ou das culturas); valores seguidos pela mesma letra, em cada uma das andlises, ndo diferem

estatisticamente (p < 0,05, Tukey).
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A fixagdo biolégica do N, com a cultura da soja, no
Brasil, consegue suprir as necessidades da planta em
N, permitindo obtencgao de alto rendimento; contudo,
a simbiose tem-se mostrado extremamente sensivel a
presenca de outras fontes de N (Hungria et al., 2005,
2006b). Na presencga de N do solo e de N fertilizantes,
ocorre queda acentuada na nodulagdo da soja; nos
estadios posteriores do crescimento da planta, se o
suprimento de fontes externas de N néo for mantido,
néo ha tempo habil de recuperacio da nodulacéo,
resultando, inclusive, em menor rendimento de grios
(Mendes et al., 2003a; Hungria et al., 2005, 2006b).
Desse modo, rotagdes de culturas que resultem em
maior disponibilidade de N no solo podem néo
beneficiar a fixac¢éo biol6gica do Ny com a cultura da
soja, conforme foi observado neste (Quadro 3) e em
outro estudo (Franchini et al., 2007) realizados em
Londrina. Asrotacées de culturas, portanto, devem
ser planejadas para que o N fornecido pelo adubo verde
seja aproveitado por outra cultura com alta demanda
de N, como o milho, antes da semeadura da soja.

Diversidade genética de rizébios

A amplificacdo do DNA dos rizébios com o “primer”
especifico BOX, relacionado a regides conservadas e
repetidas do DNA, permitiu a detecg¢io de diversidade
genética elevada, com o agrupamento das estirpes em
um nivel de similaridade bastante baixo, de apenas
24% (Figura 2). Embora tenham sido observados
alguns agrupamentos entre bactérias provenientes de
tratamentos sob o mesmo manejo de solo ou de
culturas, de modo geral, ndo houve agrupamentos
relacionados aos tratamentos (Figura 2). Laguerre
et al. (1997) salientaram que a analise com “primers”
de regides conservadas e repetidas permite a
1dentificacdo de estirpes, podendo ndo haver
agrupamento de espécies, o que também foi confirmado
em outros estudos com rizébios (Fernandes et al.,
2003; Kaschuk et al., 2006a,b). Desse modo, neste
estudo, considerando o nivel de similaridade de 70%,
foram obtidos 42 perfis de BOX-PCR, que
corresponderiam a diferentes estirpes (Figura 2).

Considerando cada tratamento e o nivel de simila-
ridade de 70%, no PC-R e PC-S foram observados 23 e
20 perfis de BOX-PCR (Quadro 4), respectivamente, que
foram unidos com similaridades finais de 34 e 27%,
respectivamente (dados ndo mostrados). No PD-Re
PD-S foram constatados 21 e 16 perfis (Quadro 4),
unidos com 39 e 27% de similaridade final, respecti-
vamente (Figura 3). Nesta figura sdo mostrados, como
exemplo, os dendrogramas obtidos com os rizdbios iso-
lados dos tratamentos PD-R e PD-S, observando-se
maior similaridade de isolados na sucessao de cultu-
ras.

A diversidade genética de géneros/espécies de
rizébios foi verificada pela técnica de RFLP-PCR da
regido do DNA que codifica o gene ribossomal 16S.
Na analise com todos os isolados obtidos neste estudo,
considerando o nivel de 70% de similaridade, foram
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constatados 31 perfis (dados ndo mostrados), nimero
bastante superior ao esperado. No PC-R e no PC-S
foram observados 14 e 12 perfis de RFLP-PCR,
respectivamente, enquanto no PD-R e no PC-S foram
observados 19 e 12 perfis, respectivamente (Quadro 4).

A soja é uma planta exoética, originada da China,
que foi introduzida no Brasil provavelmente em 1882,
na Bahia, mas o cultivo em larga escala no Parana
iniciou-se apenas na década de 1960. Os solos
brasileiros ndo possuem, originalmente, rizébios
capazes de nodular a soja de modo eficaz, de modo que
algumas poucas estirpes foram introduzidas via
inoculantes (Hungria et al., 2005, 2006b). Os
inoculantes utilizados em Londrina desde a expanséo
da cultura, nos anos 1960, introduziram um maximo
de duas espécies, B. japonicum e B. elkanii, e 10
estirpes; contudo, a diversidade de estirpes e géneros/
espécies observada nos isolados de rizobios deste ensaio
foi superior a esperada. Esses resultados podem estar
relacionados aos relatos de incremento na diversidade
genética de estirpes em funcio da adaptacio aos solos
(Santos et al., 1999; Ferreira et al., 2000), inclusive
com indicag¢do de transferéncia lateral de genes
simbidticos (Galli-Terasawa et al., 2003; Batista et
al., 2007).

Indices de diversidade foram aplicados aos
resultados obtidos nas analises por BOX-PCR e RFLP-
PCR (Quadro 4). A maior diversidade de estirpes de
rizébios (BOX-PCR) seguiu a ordem: PC-R>PD-R>PC-
S, mas com pouca diferenca entre os trés sistemas,
que, por sua vez, apresentaram diversidade
consideravelmente superior a do PD-S. A diferenca
entre o indice de Chao & Shen (2003) e o de Shannon
& Weaver (1949) reside ao fato de que o segundo
desconsidera as possiveis espécies que nio foram
observadas, ao passo que, no primeiro, esses individuos
sao considerados com base nos grupos raros, que sao
aqueles que apresentam ntimero inferior ao corte (“cut-
off”) do modelo. Foi possivel, entdo, verificar, na
analise pelo método de Chao & Shen (2003), que
muitos outros genodtipos de rizobios sdo esperados em
um levantamento futuro, particularmente com a
rotacdo de culturas (Quadro 4). Resultados
semelhantes foram observados em relacdo a
diversidade de géneros/espécies de rizébios (RFLP-
PCR): PD-R>PC-R>PC-S>PD-S, também com
predigdo mais elevada de novas espécies nos sistemas
com rotagdo de culturas, pela entrada de maior nimero
de espécies vegetais (Quadro 4).

Os resultados deste estudo confirmam a
complexidade dos atributos relacionados a diversidade
de microrganismos, pois a maior diversidade genética
dos rizébios (Quadro 4), relacionada a presenga de
maior nimero de espécies vegetais em rotac¢do, nao
foi relacionada a maior eficiéncia de fixagdo do
nitrogénio (Quadro 3). Ao contrario, o sistema soja/
trigo, no qual o hospedeiro especifico, a soja, esteve
presente maior nimero de vezes, resultou em menor
diversidade de rizdbios, mas selecionou estirpes mais
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Figura 2. Anélise de agrupamento dos produtos obtidos na analise por BOX-PCR do DNA de rizdbios isolados
dos nédulos de soja sob diferentes praticas de manejo de solo e das culturas.

eficientes, a fim de garantir o fornecimento adequado
de N a cultura da soja, via fixacao biolédgica.

Ficou evidenciado, portanto, que, no caso de
microrganismos especificos, cuja funcio é o
fornecimento de nutrientes as plantas em grande
quantidade (portanto, em condig¢bes distintas de
ecossistemas em equilibrio), a diversidade pode ser
oposta a funcionalidade. Resultados semelhantes
foram relatados, recentemente, para a populacéo de
rizébios microssimbiontes do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris), quando areas nativas dos Cerrados foram

comparadas com areas incorporadas a agricultura
(Grange, 2005). Ainda nesse contexto, essas
observacgdoes também encontram respaldo nos
resultados de Hungria et al. (2001, 2006a), que
verificaram que os rizébios de solos sob PC
apresentavam maior diversidade fisiologica em relacao
ao metabolismo de diferentes fontes de C, mas menor
diversidade genética e na capacidade de fixacéo de N,
enquanto o oposto era observado para os isolados de
solos sob PD. Com isso, esses autores constataram
que, na presenc¢a de maior quantidade de C,
particularmente fontes de assimila¢do mais facil em

R. Bras. Ci. Solo, 31:1397-1412, 2007
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Quadro 4. indices de diversidade genétical®, estimados pelos perfis de BOX-PCR e de RFLP-PCR da regido
do DNA que codifica o gene 16S rRNA, de rizébios isolados de nddulos de soja sob diferentes manejos de

solo e de culturas

indice de diversidade PC-R? PC-s? PD-R? PD-S®
BOX-PCR
Shannon tradicional 2,925 + 0,123 2,778 £ 0,104 2,861 + 0,102 1,992 + 0,181
Shannon modificado 3,715 + 0,390 3,144 + 0,190 3,381 + 0,236 2,335 + 0,358
Riqueza genética(ACE) 90,6 + 43,0 30,2+ 7,4 43,9 + 15,3 26,4+ 8,6
Gendétipos observados 23 20 21 16
Cobertura estimada da amostragem 0,471 0,791 0,611 0,830
Homogeneidade da amostragem 1.044 0.655 0.647 1.952
Predi¢ao de novos genétipos em um 63,1 + 42,4 12,6 + 7,4 55,9+ 43,5 44,0+ 7,4
levantamento futuro®
RFLP-PCR
Shannon tradicional 2,327 £ 0,151 2,357 £ 0,086 2,677 £ 0,139 2,176 +£ 0,128
Shannon modificado 2,764 + 0,298 2,593 £ 0,123 3,299 + 0,351 2,453 + 0,209
Riqueza genética(ACE) 34,0 + 15,5 13,9 + 1,9 63,1+ 30,0 21,7 + 8,7
Gendtipos observados 14 12 19 12
Cobertura estimada da amostragem 0,690 0,862 0,563 0,781
Homogeneidade da amostragem 1,025 0,000 1,086 0,839
Predicdo de novos gendtipos em um 45,0+ 52,8 6,0+ 5,5 56,0 £ 43,9 36,7 + 44,8

levantamento futuro”

@ Valores encontrados + erro-padrdo da média. @ Sistema de manejo das culturas: rotacio (R): tremogo/milho/aveia-preta/soja/
trigo/soja/trigo/soja; sucessdo (S): (trigo/soja). @ Pardmetros definidos: m=1000 (tamanho da amostragem) e k=4 (valor de corte,

“cut-off”).

solos sob PD, deixou de existir pressio de selegdo nos
rizébios para utilizagéo de diferentes fontes de C e que,
com a maior demanda de N pelas plantas, houve
pressido de selecdo para fixacdo do N,.
Consequentemente, a maior diversidade fisiol6gica ou
genética de alguns microrganismos pode néo estar
associada com a melhor funcionalidade em termos de
necessidades das culturas. Kaschuk et al. (2006a,b)
também salientaram a importancia de avaliar diversos
atributos microbiolégicos, dada a complexidade das
intera¢bes microbianas nos diversos sistemas
agricolas, visando evitar interpretacoes erréneas, o
que também fica evidenciado pelos resultados deste
trabalho.

Microbiota do solo e a sustentabilidade de
sistemas agricolas com soja

Estudos de longo prazo da Embrapa Soja tém
demonstrado que o PD pode apresentar produtividade
igual ou inferior a do PC nos primeiros quatro a seis
anos de adocdo, periodo a partir do qual as
produtividades passam a ser sempre superiores no PD
(Saraiva et al., 2002; Hungria et al., 2005). E provavel
que as produtividades, no periodo inicial, estejam
relacionadas a ordenacdo das culturas, a cobertura
do solo e, conseqiientemente, ao periodo necessario
para que haja o acimulo de material organico em
quantidade suficiente para alterar as propriedades
fisicas (resisténcia do solo ao desenvolvimento

R. Bras. Ci. Solo, 31:1397-1412, 2007

radicular, estabilidade estrutural e porosidade),
quimicas (disponibilidade e distribui¢io de nutrientes)
e biolégicas (relacdo entre macrofauna benéfica e
pragas, biomassa microbiana, doencas e plantas
daninhas) do solo. Os conhecimentos acumulados
nesses anos sobre o PD estdo permitindo incrementos
no rendimento das culturas ja a partir dos primeiros
anos de estabelecimento do sistema (Hungria et al.,
2006b). Contudo, é importante considerar que a
produtividade das culturas representa um parametro
complexo, muitas vezes afetado por condicoes
climéaticas ou doencas, e, portanto, ndo reflete
necessariamente a qualidade ou sustentabilidade do
solo. Isso explica por que, nem sempre, a CBM
apresenta correlagdo com o rendimento de gréos
(Cattelan et al., 1997a,b). E possivel que, neste
trabalho, a correlacdo entre a CBM e o rendimento
das culturas, apesar das condi¢bes climaticas nao
favoraveis nessa safra, se deva a maior estabilidade
do sistema de PD, estabelecido ao longo dos 14 anos,
pois com o tempo as diferencas acumulativas
suplantam diferencas pontuais.

A complexidade dos sistemas de rotagdo e sucessao
de culturas também foi demonstrada neste estudo e
deve estar relacionada a diversos fatores, como
composicao dos restos culturais, tempo de permanéncia
dos residuos na superficie do solo, tempo necessario
para decomposicdao dos residuos, entre outros
(Franchini et al., 2002, 2003, 2007). Desse modo, a
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ordenacéo correta das espécies dentro dos sistemas de
rotacdo de culturas e o entendimento da decomposi¢io
dos residuos das culturas, bem como do efeito destes
na temperatura do solo, na disponibilidade de 4gua e
na composi¢io da matéria organica, sdo essenciais para
o delineamento de estratégias visando a
sustentabilidade dos agroecossistemas. Outra hipétese
¢é de que maior nimero de espécies pode ser necessario
para reduzir a variabilidade temporal nos processos
que ocorrem em ecossistemas que néo estdo em
equilibrio (Loreau et al., 2001). Contudo, os resultados
aqui obtidos indicam a necessidade de melhorar as
estratégias de manejo dos residuos culturais para
garantir maiores rendimentos, especialmente quando
os sistemas incluem a soja.

Alguns estudos realizados principalmente em
regioes temperadas apontaram limitagoes no uso do
gCO2 e da biomassa microbiana para avaliar o efeito
do impacto agricola ou de estresses ambientais
(Wardle & Ghani, 1995; Wardle et al., 1999). No
entanto, os resultados obtidos neste estudo, em adigao
aqueles relatados por Balota et al. (1998) e Franchini
et al. (2007), evidenciam o potencial de utiliza¢ao dos
atributos de CBM e de gCO, como bioindicadores de
qualidade do solo e da sustentabilidade agricola. O
qCO4 também foi 0 melhor indicador, juntamente com
a densidade do solo, em outro estudo realizado na
microbacia hidrografica do Rio Passo Cue, Itaipu,
regido oeste do Parané (Leonardo, 2003). E importante
salientar, ainda, que as diferencas relacionadas ao
manejo dos solos nos estudos realizados no Parana
(Carvalho, 1997; Balota et al., 1998; Leonardo, 2003;
Franchini et al., 2007) sdo de magnitude superior as
relatadas em regides temperadas (Wardle & Ghani,
1995; Wardle et al., 1997, 1999), enfatizando a rapidez
com que 0s processos microbiolégicos ocorrem nos solos
tropicais.

Este estudo também evidenciou o potencial de
utilizagdo de atributos relacionados a diversidade
genética total da microbiota do solo como bioindicadores
de qualidade do solo. Ja a NBM néo se mostrou tao
efetiva quanto a CBM, provavelmente por incluir
microrganismos funcionais que atuam no complexo
ciclo do N; provavelmente, o0 mesmo possa ocorrer,
em sistemas que nio estdo em equilibrio (sistemas
agricolas), com o P e 0 S da biomassa microbiana.

CONCLUSOES

1. Valores superiores do C da biomassa microbiana
(CBM) e de diversidade genética da comunidade
bacteriana total do solo e inferiores de quociente
metabdlico microbiano (qCO,) foram associados com
o plantio direto e com a rotacdo de culturas, em
comparagdo com o plantio convencional e a sucessdo
de culturas, respectivamente.

R. Bras. Ci. Solo, 31:1397-1412, 2007
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2. No caso de microrganismos do solo com funcéo
especifica, como os rizébios simbiontes de soja,
responsaveis pelo fornecimento de N as plantas em
grande quantidade (portanto, em condigoes distintas
de ecossistemas em equilibrio), a maior diversidade
genética néo foi relacionada a funcionalidade, em
termos de maior capacidade de fixac¢éo de N,
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