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cognposm:ﬂo DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO E SUA
RELACAO COM A DISPONIBILIDADE DE NITROGENIO PARA A CULTURA
DO MILHOY

Autor: Luciano Kayser Vargas
Orientador: Prof. Pedro Alberto Selbach

RESUMO

No sistema plantio direto, freqiientemente, ha uma menor absorcao
de nitrogénio por cereais, em comparagéo com o sistema convencional, o que
& atribuido & imobilizacdo microbiana. O presente trabalho teve como objetivos
avaliar a quantidade de N imobilizado, a sua remineralizacdo e as mudancas
na comunidade microbiana induzidas pela adubacgdo nitrogenada e pelos
sistemas de manejo. Para tal, foram coletadas amostras da camada de 0-5 cm
de solo semeado com milho em sucess@o a aveia preta, sob 0s sistemas
convencional e plantio direto, no dia da semeadura do milho e 46, 62, 88 e 112
dias ap6s. Amostras da parte aérea das plantas de milho foram coletadas nas
mesmas épocas, com excegdo da primeira, e avaliadas quanto a producgéo de
massa seca, teor e quantidade de nitrogénio acumulado. As amostras de solo
foram avaliadas quanto a quantidade de nitrogénio mineral no solo, de
nitrogénio imobilizado, de nitrogénio e carbono potencialmente mineralizaveis,
a atividade potencial de urease e a composicao da comunidade microbiana. A
composicdo da comunidade microbiana foi estimada por meio de relacdes
entre C:N. C:N-Nin e C:CHO da biomassa microbiana e por meio de PCR, com
primers especificos para bactérias e fungos.

A imobilizagdo microbiana do nitrogénio foi maior no sistema plantio
direto, levando a uma menor quantidade de nitrogénio mineral no solo e
resultando em menor actmulo de nitrogénio na parte aérea do milho ao final
do seu ciclo neste sistema, em comparagdo com o convencional. Nao foi
observada remineralizacdo do nitrogénio imobilizado, indicando que a
biomassa microbiana atuou mais como agente da mineralizagao de nitrogénio
organico do que como fonte de nitrogénio potencialmente mineralizavel.

A composicdo da comunidade microbiana modificou-se ao longo do
periodo de avaliagdes em fungao da presenca de residuos vegetais de aveia
preta e da adubagao nitrogenada. A presenca de residuos de aveia beneficiou
a populagdo fungica, engquanto a aplicagdo do fertilizante nitrogenado
favoreceu a populagdo bacteriana, a qual respondeu mais rapidamente a
aplicagdo do fertilizante nitrogenado no sistema plantio direto. A relagao
C:CHO mostrou-se um indicador menos adequado do que as relagoes CNe
C:N-Nin para monitorar alteragdes na composi¢ao da comunidade microbiana.

¥ Tese de Doutorado em Ciéncia do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre. (103 p.) - Janeiro, 2002.
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SOIL MICROBIAL COMMUNITY COMPOSITION AND ITS RELATIONSHIP
WITH NITROGEN AVAILABILITY TO CORN"

Author: Luciano Kayser Vargas
Adviser: Prof. Pedro Alberto Selbach

ABSTRACT

Nitrogen uptake by cereals in no-till system is frequently lower than
in conventional tillage. This has been attributed to microbial nitrogen
immobilization. The present research aimed to evaluate the amount of nitrogen
immobilized, its remineralization and changes in microbial community induced
by nitrogen fertilization and soil management practices. A soil that was used for
oats crop was seeded with corn and subjected to under conventional and no-till
systems. Samples were collected from the top (0-5cm) soil layer on the day of
the corn seeding and after 46, 62, 88 and 112 days. At the same time, the
aerial parts of corn plants were collected and dry matter, nitrogen concentration
and nitrogen accumulation were evaluated. Soil samples were assayed for
mineral N, immobilized N, potentially mineralizable N and C, urease activity
and the composition of the microbial community. The latter was estimated by
microbial biomass C:N, C:N-Nin and C:CHO ratios and by PCR, using specific
primers to bacterium and fungi.

Microbial nitrogen immobilization was higher in no-till, reducing soll
mineral nitrogen concentration and resulting in a lower amount of nitrogen in
the aerial parts of corn plants at the end of the growth cycle. Nitrogen
remineralization was not observed, indicating that the microbial biomass acted
more as an agent of organic N mineralization than as a source of potentially
mineralizable N.

The composition of the microbial community changed with time due
to oats residues availability and nitrogen fertilization. The availability of oats
residues benefited fungal population, while the application of N fertilizer
resulted in an increase in the bacterial population, which responded more
rapidly to N fertilizer addition in no-till system. Microbial biomass C:CHO ratio
was shown to be a less suitable indicator than C:N and C:N-Nin ratios for
monitoring alterations in the microbial community.

Y Doctoral Thesis in Soil Science - Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Porto Alegre. (103 p.) - January, 2002.
Vi
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1. INTRODUGAO

As praticas convencionais de preparo de solo, caracterizadas pela
mobilizac&o intensa, levaram a uma degradacao acelerada dos solos agricolas
na regido sul do Brasil. Com o objetivo de reverter este quadro, nos ultimos
anos tem havido uma mudanca no sistema de produgdo de gréos com a
adocdo crescente do sistema plantio direto. Este sistema € caracterizado pelo
revolvimento do solo apenas na linha de semeadura e pela manutencao da
cobertura do solo ao longo de todo o ano, seja por culturas estabelecidas ou
pelos residuos da cultura anterior.

A necessidade de manter o solo coberto fez com que a utilizacao de
plantas de cobertura durante o periodo de outono/inverno passasse a ser
priorizada. Dentre as varias espécies, a aveia preta tornou-se a mais utilizada
como planta de cobertura na regido sul, em funcéo da producéo elevada de
fitomassa, do custo, da facilidade de obtencéo de sementes e da rusticidade.

Embora eficiente como cobertura, controlando a eroséao e
adicionando carbono organico ao solo, a aveia preta produz residuos com
relacdo C:N elevada, resultando em imobilizagdo de nitrogénio por parte da
microbiota durante a sua decomposicdo. Assim, ha uma diminuicdo na
disponibilidade de nitrogénio para a cultura seguinte, exigindo cuidados no

manejo da adubac&o nitrogenada para culturas como o milho. A recomendacao
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da adubacado nitrogenada, no entanto, € tradicionalmente feita a partir de
critérios validados experimentalmente para o sistema convencional. Por outro
lado, surgem propostas alternativas, como a antecipacdo da adubacao
nitrogenada no sistema plantio direto, a qual leva em conta a ocorréncia da
imobilizagdo microbiana. Porém, a comunidade microbiana, agente deste
processo, ndo esta devidamente estudada. N&o se conhecem a magnitude e a
dinamica da imobilizacdo microbiana de nitrogénio nos sistemas convencional
e plantio direto nem o comportamento da microbiota durante este processo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, de forma
comparativa, a imobilizacdo microbiana de nitrogénio em solo manejado nos
sistemas plantio direto e convencional ao longo do ciclo do milho. Pretendeu
ainda avaliar a composicdo das comunidades microbianas nos sistemas
plantio direto e convencional, de modo a entender as diferencas no potencial

de imobilizagdo microbiana nestes sistemas de manejo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Disponibilidade de nitrogénio em sistemas de manejo de

solo

O nitrogénio € o nutriente requerido em maior quantidade pelas
plantas. No entanto, ele é suprido, frequentemente, em quantidades
insatisfatorias, limitando o rendimento das culturas (Amado et al., 2000; Malhi
et al., 2001). O suprimento inadequado de nitrogénio tem sido apontado como
uma das causas que mais contribui para baixas produtividades na cultura do
milho (Bortolini et al., 2000).

Embora abundante, o nitrogénio atmosférico € utilizado por plantas
nao leguminosas em quantidades variaveis e geralmente insuficientes, de
modo que o restante de suas necessidades deve ser suprido na forma mineral.
No solo, porém, ele se encontra predominantemente sob a forma orgéanica, na
qual n&o é absorvido ou 0 € em quantidades muito pequenas (Korsaeth et al.,
2001). Assim, para que esteja disponivel para as plantas, € preciso que o
nitrogénio organico seja mineralizado ou que haja o aporte externo, via
fertilizante mineral. E tanto o processo de mineralizagao do nitrogénio organico
guanto o aporte de um fertilizante mineral nitrogenado sao fortemente

influenciados pelos sistemas de manejo do solo.
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A influéncia do manejo do solo sobre a disponibilidade de nitrogénio
¢é evidente no que diz respeito ao uso de um fertilizante nitrogenado mineral, a
comecar pela escolha do fertilizante. As formas de fertilizante nitrogenado
podem diferir quanto & sua eficiéncia de uso pelas culturas. Em solos da
regido amazoénica cultivados com azevém, mais de 60% do N aplicado como
uréia foi absorvido pelas plantas, enquanto que, para o sulfato de aménio, a
absorcdo foi de no maximo 49% (Alfaia, 1997). Em fungdo de seu preco, a
uréia é o fertilizante nitrogenado mais comumente utilizado, embora possa ter
sua eficiéncia comprometida por perdas por volatilizacéo (Lara Cabezas et al.,
1997a). A volatilizacdo de amonia proveniente da uréia pode ser afetada pelo
modo de aplicagdo. A aplicagdo da uréia em superficie favorece a perda por
volatilizacdo, a qual pode ser minimizada por meio da incorporagéo do
fertilizante ao solo (Lara Cabezas et al., 2000). Outras fontes de nitrogénio,
como (NH4)>SO4 e NOsNH,4, ndo tém sua eficiéncia afetada pelo método de
aplicagdo do fertilizante (Diekow, 2000).

Além da volatilizaco, a eficiéncia de fertilizantes nitrogenados pode
ser diminuida por desnitrificagdo, escorrimento superficial, lixiviagao e
imobilizacdo microbiana (Lara Cabezas et al., 2000). Estes processos tambem
podem ser afetados por praticas de manejo do solo. Além disso, parte do
nitrogénio aplicado como fertilizante é rapidamente incorporado a matéria
orgénica do solo, tanto a compostos labeis quanto a compostos mais
recalcitrantes, como os acidos humicos (Ceretta, 1997).

A matéria orgénica é a principal reserva de nitrogénio no solo.
Aproximadamente 95% do N no solo encontram-se em formas organicas,

sendo cerca de 35% N-aminoacidos, 20% N-aménio, 5% N-hexosaminas, 11%
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N-hidrolisado néo identificado e 29% N-nZo hidrolisado (Ceretta, 1997). Como
o nitrogénio total esta associado a matéria organica, praticas de manejo que
alterem o contetido de matéria organica do solo, inevitavelmente alterar&o o
teor de nitrogénio total do solo. O plantio direto promove o aumento de
carbono e de nitrogénio organicos no solo (Bayer, 1996; Bayer & Mielniczuk,
1997). O aumento do teor de nitrogénio organico no sistema plantio direto, em
compara¢do com o sistema convencional, deve-se ao controle da erosao, o
que reduz as perdas de matéria organica por escorrimento superficial (Bayer &
Bertol, 1999) e, principalmente, pela protegdo fisica da matéria organica. A
auséncia de revolvimento do solo no plantio direto promove a agregagao do
solo, permitindo que a matéria organica fique protegida no interior dos
agregados e formando interagbes com os minerais do solo, tornando esta
matéria organica menos acessivel ao ataque microbiano (Kristensen et al.,
2000). Assim, havendo um aumento no teor de nitrogénio organico, aumenta
também o potencial de suprimento de N para as culturas (Gongalves et al.,
2000). No entanto, a prote¢@o a matéria organica no sistema plantio direto, ao
mesmo tempo em que permite o acimulo do N no solo e aumenta o potencial
de suprimento, dificulta a mineralizacdo e a disponibilizaggdo do N para as
culturas.

A mineralizagdo do N consiste na desaminagdo de compostos
orgénicos promovida pela microbiota, liberando NH," para a solugéo do solo
ao final da reacdo (Diekow, 2000; Mengel, 1996). A mineralizac&o, tantc da
matéria organica do solo quanto de residuos orgénicos, depende da agao dos
microrganismos sobre estes materiais. Em sistemas com menor revolvimento

do solo, o acesso dos microrganismos aos substratos organicos é dificultado,
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resultando em taxas de mineralizagao de N menores (Bayer, 1996; Diekow,
2000). Além da protecdo da matéria organica humificada, discutida
anteriormente, os residuos das culturas séao mantidos na superficie do solo. A
manutencéo dos residuos na superficie do solo, em comparagdo com a sua
incorporacéo, resulta em uma decomposicdo mais lenta deste residuo. Isto tem
sido atribuido ao menor contato do residuo com o solo, ao menor grau de
fragmentacdo do residuo e as variagbes de umidade no residuo, que n&o
ocorreriam quando da sua incorporagao ao solo (Parker, 1962; Schomberg et
al., 1994). Se, por um lado, a taxa de mineralizagcado € menor no sistema plantio
direto, por outro, a quantidade de nitrogénio mineralizada pode ser maior. O
acumulo crescente de nitrogénio organico no solo (Bayer, 1996) e o aumento
da biomassa e da atividade microbiana (Vargas & Scholles, 2000) fariam com
que a quantidade de nitrogénio mineralizada fosse semelhante ou mesmo
maior do que a de um solo sob sistema convencional.

As taxas de decomposicdo e a dinamica de mineralizagdo do N
também sdo determinadas pela qualidade dos residuos (Broder & Wagner,
1988; Mary et al., 1996). Qualitativamente, os residuos com maior relacéo C:N,
como palhas de cereais, sdo decompostos mais lentamente do que residuos
de leguminosas, com maior concentragcéo de nitrogénio (Amado et al., 2000). A
relacdo C:N é frequentemente considerada o fator determinante tanto da taxa
de decomposicdo do residuo quanto da dinamica de mineralizagdo. No
entanto, a cinética de decomposicdo de um residuo € muitas vezes
independente da relacdo C:N do material, sendo muito mais relacionada a
composicdo bioquimica do residuo (Mary et al, 1996). As caracteristicas

quimicas do residuo vegetal que determinam a velocidade de decomposigao
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‘ de um residuo s&o: a propria relagdo C:N e os teores de C soluvel, de
proteinas, de celulose, de lignina e de polifendis do residuo (Aita et al., 2001:
Amado et al., 2000; Mary et al., 1996; Robinson et al., 1994: Schomberg et al,
1994). A fracédo do residuo representada por agucares, proteinas e amidos €
decomposta em menos de um ano. Qutras fragcbes mais resistentes. incluindo
celulose, gorduras, ceras, tanino e, principalmente, lignina, podem levar mais
de dez anos para serem decompostas (Amado et al., 2000: Jenkinson &
Rayner, 1977). Broder & Wagner (1988) verificaram uma taxa de
decomposicéo alta para um residuo de soja, com perda de 68% de sua massa
ap6s 32 dias. No mesmo periodo, residuos de milho e de trigo perderam 42 e
47% de sua massa, respectivamente. Além de uma menor relacdo C:N, a
degradacdo mais rapida do residuo de soja esteve associada a uma maior
concentragdo de carboidratos soluveis em agua. A composicao dos residuos
de trigo e de milho, mais ricos em lignina, resultou em uma decomposi¢do mais
lenta.

A presenca de residuos com maior relagdo C:N também pode
resultar em imobilizacéo liquida de nitrogénio no solo. A imobilizacdo ocorre
simultaneamente com a mineralizac&o e consiste na assimilagéo de nitrogénio
pela microbiota. Normalmente é referida como sendo exclusivamente a
assimilacéo de nitrogénio na forma mineral, caso em que € o processo inverso
a mineralizagdo (Norton, 2000). No entanto, existe a evidéncia de que os
microrganismos s&o capazes de assimilar diretamente formas orgénicas
nitrogenadas, tais como amino&cidos, sem que estas sejam previamente
mineralizadas pela agdo de enzimas extracelulares (Barak et al., 1990; Mary et

al.,, 1996). A imobilizacdo microbiana esta ligada diretamente ao metabolismo
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do carbono, uma vez que a energia e os precursores celulares provenientes do
composto carbonado resultam em crescimento celular, em aumento da
biomassa microbiana e, por consequéncia, em aumento da demanda de
nitrogénio para a formacdo das células microbianas (Aita, 1997). Quando da
degradacdo de um substrato organico, a microbiota assimila o C e o N do
composto para a formacé&o de suas células. Se o composto for pobre em N,
com uma relagéo C:N elevada, assim como uma palha de cereal, a microbiota
ira utilizar também o nitrogénio mineral presente na solugéo do solo (Janssen,
1996). Neste caso, a quantidade de nitrogénio imobilizado é maior do que a de
mineralizado, ocorrendo imobilizagcao liquida. A relagédo C:N do residuo a partir
da qual a imobilizagado sera maior do que a mineralizagao depende da relacao
C:N dos microrganismos decompositores e de sua eficiéncia de assimilagéo de
carbono (White et al., 1988).

Por induzir a imobilizagdo de N, a presenca de residuos culturais
com relagao C:N elevada constitui-se em um problema quando a cultura
seguinte ndo for uma leguminosa. O cultivo de gramineas em sucessao,
apesar de ndo ser o mais adequado, € bastante comum. A aveia preta é a
planta de cobertura mais usada no sul do Brasil, em fungcdo de uma producéo
de fitomassa elevada, de sua rusticidade, da facilidade para obtengcédo de
sementes, de sua decomposi¢cao mais lenta e de seu crescimento inicial rapido
(Aita, 1997; Bortolini et al, 2000; Heinrichs et al, 2001). Esta é
freqlentemente sucedida pela cultura do milho , estabelecendo uma sucesséao
de gramineas. Nesta situacdo, o rendimento de graos da cultura do milho pode
ser afetado quando esta é cultivada em niveis baixos de adubacao nitrogenada

(Heinrichs et al., 2001).
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O problema da baixa disponibilidade de nitrogénio em sucessdes de
gramineas parece ser agravado no sistema plantio direto. Embora o sistema
plantio direto promova um aumento nos teores de nitrogénio total do solo,
diversos autores tém observado uma menor absorcéo de nitrogénio por cereais
neste sistema, em comparagcdo com o sistema convencional (Amado et al.,
1998; Amado et al., 2000; Bandel et al., 1975; Carefoot et al., 1990; Kitur et al.,
1984, Meisinger et al., 1985). Diversas causas tém sido apontadas para
explicar a menor disponibilidade de nitrogénio no sistema plantio direto. As
perdas por lixiviaggdo seriam maiores neste sistema em fungdo do incremento
da porosidade (Meisinger et al., 1985). As perdas por desnitrificacdo também
seriam favorecidas pelo aumento da populagdo de microrganismos
desnitrificadores (Doran, 1980), pela abundéancia de carbono e por condicdes
de anaerobiose no sistema plantio direto (Carefoot & Janzen, 1997; Whalley et
al., 1995). Uma menor mineralizagéo dos residuos da cultura anterior e do N
organico do solo também poderia ser a causa da menor disponibilidade de N
do sistema plantio direto (Freitas et al., 1996; Amado et al., 1999). A outra
causa provavel seria a maior imobilizagdo microbiana do fertilizante
nitrogenado aplicado em cobertura (Kitur et al., 1984). Outra possibilidade
seria uma interacao entre estes fatores (Amado, 1997). Alguns destes fatores,
no entanto, dificilmente poderiam coexistir. A menor mineralizagao e a maior
imobilizacédo reduziriam os teores de N na solucdo do solo, reduzindo as
perdas por lixiviagao, por exemplo (Diekow, 2000).
Dentre as causas provaveis para a menor disponibilidade de
nitrogénio no sistema plantio direto, a imobilizac&do microbiana do nitrogénio

tem sido considerada a mais importante (Carefoot et al., 1990; Carter &



10
Rennie, 1984; Kitur et al., 1984). Autores como Kitur et al. (1984) e Salet
(1994), embora n&o tenham medido diretamente a imobilizagdo microbiana,
montaram experimentos que permitiram descartar as demais hipoteses,
restando a imobilizaggdo microbiana como a unica explicagdo possivel. Os
primeiros autores constataram que as perdas de N por lixiviacdo e
desnitrificacdo foram de apenas 10 kg ha' em um periodo de trés anos.
quantidade esta insuficiente para afetar a absor¢éo de nitrogénio pela cultura
de milho. Por sua vez, Salet (1994) montou dois estudos que permitiram
descartar as hipoteses de que a mineralizacdo seria menor no sistema plantio
direto, de que o N permanecesse retido nas superficies de troca como NH, e
de que as perdas por volatilizag&o, lixiviagéo e desnitrificagdo seriam maiores.
Assim, restaria a imobilizagdo microbiana como unica hipétese aceitavel para
justificar a menor disponibilidade de N no sistema plantio direto verificada pelo
autor. A hipotese, posteriormente, foi comprovada quando Salet et al. (1997)
constataram valores até sete vezes maiores de N na biomassa microbiana no
sistema plantio direto, apos a aplicagéo de nitrogénio mineral, em comparacéo
com o sistema convencional. Estes resultados s&o confirmados por autores
como Carter & Rennie (1984) e Follett & Schimel (1989), que verificaram uma
maior imobilizagdo do fertilizante nitrogenado pela microbiota em solo sob
plantio direto em comparacdo com o solo sob preparo convencional. A
imobilizagc&o microbiana pode ser suficientemente elevada para, isoladamente,
afetar a absorc&o de nitrogénio (Carefoot et al., 1990).
A imobilizagao microbiana pode ser maior no sistema plantio direto

simplesmente por haver mais microrganismos neste sistema, por diferencas na
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composi¢do da comunidade microbiana em relacdo ao sistema convencional

ou por uma associacao dos dois fatores.

2.2. A comunidade microbiana nos sistemas plantio direto e

convencional

A comunidade microbiana do solo, responsavel pela imobilizacdo de
nitrogénio, é influenciada por fatores abidticos tais como a temperatura, a
umidade, a aeragéo do solo e a disponibilidade de nutrientes e de substratos
organicos. Estes fatores, por sua vez, podem ser modificados pelo manejo do
solo, resultando em diferengas quantitativas e em alteragbes na estrutura das
comunidades microbianas.

Os metodos de preparo de solo provocam diferentes modificactes
nos fatores ambientais em funcdo da forma como os residuos das culturas
anteriores s&o depositados e do grau de revolvimento do solo (Vargas &
Scholles, 2000). Com o preparo convencional, o solo € revolvido intensamente
e os residuos vegetais s&o incorporados, enquanto que, com o plantio direto,
os residuos sdo mantidos na superficie e o revolvimento limita-se a linha de
semeadura (Dick, 1984; Diekow, 2000). A manutencéo dos residuos culturais
na superficie atua no regime térmico do solo e diminui as taxas de evaporacéo,
conservando a umidade do solo (Bragagnolo & Mielniczuk, 1990). Com isso, 0
sistema plantio direto apresenta menor temperatura, menor amplitude térmica
e maior umidade (Salton & Mielniczuk, 1995). Estas caracteristicas sao
benéficas para a comunidade microbiana como um todo. Por outro lado, a
maior umidade do solo, associada ao aumento da densidade decorrente da

auséncia de revolvimento do solo, resultam em menor aeracdo no sistema
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plantio direto (Calderon et al, 2001; Whalley et al., 1995). Entre outras
consequéncias, a menor aeracao do solo pode limitar a atividade microbiana,
diminuindo a oxidagéao de compostos organicos (Doran, 1980). Este € um dos
fatores pelos quais pode ocorrer um aumento nos teores de matéria organica
no solo sob sistema plantio direto. Os outros fatores seriam as menores perdas
de solo por erosao e a protecao fisica da matéria organica no interior dos
agregados. No sistema plantio direto, também se verifica um aumento nos
teores de nutrientes, especialmente de N (Dick, 1984). O aumento nos teores
de matéria organica e de nutrientes, no entanto, & restrito as camadas
superficiais do solo. Abaixo de 7,5 cm, aproximadamente, estes teores passam
a ser iguais ou menores do que os do sistema convencional (Doran, 1980). H3,
portanto, uma distribuicéo diferenciada da matéria organica e dos nutrientes ao
longo do perfil do solo no sistema plantio direto. Ja o sistema convencional
caracteriza-se por uma distribuicdo mais uniforme da matéria organica e dos
nutrientes no perfil, devida a inversdo da camada superficial e a incorporacéo
dos residuos durante a aracao (Alvarez et al., 1995).

Estas diferencas ambientais entre os dois sistemas fazem do
sistema plantio direto um meio mais favoravel para a comunidade microbiana.
As condi¢des de temperatura e de umidade do solo no plantio direto estimulam
a microbiota, aumentando a biomassa e a atividade microbiana. Salinas-Garcia
et al. (1997) verificaram que os valores de carbono na biomassa microbiana
foram maiores no sistema plantio direto ao longo de todo o ciclo do milho.
Verificaram ainda que as maiores diferencas na biomassa microbiana entre os
sistemas plantio direto e convencional coincidiram com periodos de seca, o

que pode ser atribuido a conservacdo mais eficiente de agua no sistema
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plantio direto. Vargas & Scholles (2000), por sua vez, constataram que 0s
valores de carbono microbiano foram afetados pelos preparos de solo durante
o verdo. O C da biomassa foi menor na camada superficial do sistema
convencional, coincidindo com os valores mais baixos de umidade do solo.
Além da umidade do solo, também a ocorréncia de temperaturas elevadas no
solo sob sistema convencional, em contraste com temperaturas mais amenas
no plantio direto, pode explicar as diferencas na biomassa e atividade
microbiana. Temperaturas elevadas no solo freqlientemente reduzem a
biomassa e a atividade microbiana (Cattelan & Vidor, 1990; Garcia & Rice,
1994). Porem, Balota et al. (1998) observaram os maiores valores de
respiragéo basal e de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana no sistema
plantio direto durante o verao.

Dentre todos os fatores ambientais mencionados anteriormente, a
disponibilidade de carbono tem sido considerada o fator mais limitante para o
crescimento e a atividade microbiana no solo (Wheatley et al., 1990). As fontes
de C organico em sistemas agricolas sdo a matéria organica do solo, os
residuos adicionados ao solo e os exsudatos radiculares. Além da distribuicio
da M.O. e dos residuos ao longo do perfil, os métodos de preparo de solo
diferem quanto a possibilidade de acesso a estes substratos pela microbiota e,
por consequéncia, influenciam a sua taxa de mineralizacdo. O revolvimento do
solo promove a ruptura de agregados, expondo substratos organicos que de
outra forma ndo estariam disponiveis para a microbiota (Kristensen et al.,
2000; Salinas-Garcia et al.,, 1997). Isto pode resultar em um estimulo
temporario a microbiota, que aumentaria a sua atividade respiratéria (Silva

Filho & Vidor, 1984). Quando do preparo do solo, tem sido observado um
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aumento da liberagdo de CO; do solo, o qual é atribuido & degradacido da
matéria organica do solo, mais do que & degradacéo de residuos vegetais
(Reicosky et al., 1995). No entanto, o revolvimento do solo pode causar a
morte de microrganismos, reduzir as populacdes microbianas e
consequentemente a atividade respiratéria (Calderdn et al., 2001: Kristensen
et al., 2000). O CO pode ser, na verdade, liberado fisicamente dos poros e da
solucdo do solo (Reicosky et al., 1997). Apds o preparo do solo, a respiracéo
microbiana pode até mesmo ser reduzida, sugerindo uma baixa quantidade de
carbono de rapida metabolizacdo liberada pelo rompimento dos agregados
(Calderon et al., 2001).

Também a qualidade da matéria orgénica pode ser afetada pelo
preparo do solo. A matéria orgénica em solo sob sistema convencional pode
apresentar uma relagdo C:N menor do que a do sistema plantio direto,
resultado da maior presenca de material organico ndo-humificado neste ultimo
sistema (Kristensen et al., 2000). A matéria organica que esta presente em
menor quantidade no sistema convencional encontrar-se-ia também em formas
mais recaicitrantes (Mengel, 1996). Deste modo, ha uma menor disponibilidade
de carbono para a microbiota, fato este que foi constatado por Follett &
Schimel (1989). Estes autores encontraram menos carbono respirado por
unidade de nitrogénio mineralizado, indicando uma limitacdo de carbono
disponivel.

Por outro lado, a decomposi¢do mais lenta dos residuos no sistema
plantio direto leva a um acumulo de matéria orgénica biodegradavel, sobretudo
carboidratos, peptideos, acucares aminados, residuos vegetais parcialmente

degradados e a prépria biomassa microbiana (Angers et al., 1993; Carter &
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Rennie, 1982). Essa disponibilidade de substratos possibilita o sustento
prolongado de uma biomassa microbiana maior (Salinas-Garcia et al., 1997).
Deve-se salientar que as diferencas entre os dois sistemas sao
também restritas a camada superficial do solo. A biomassa e a atividade
microbiana seguem o mesmo padrdo de distribuicdo dos residuos e da matéria
organica ao longo do perfil do solo (Alvarez et al., 1995). O acumulo de
matéria organica e de nutrientes favorece o crescimento e a atividade
microbiana na camada superficial do solo sob sistema plantio direto (Dick,
1984). Vargas & Scholles (2000), estudando solo sob sistema convencional,
reduzido e plantio direto, encontraram as diferencas mais pronunciadas de
biomassa e atividade microbiana na camada de solo de 0-5 cm. Na camada de
5-15 cm, a biomassa microbiana e a atividade respiratoria nao diferiram entre
os sistemas. Resultados semelhantes foram reportados por Alvarez et al.
(1995), Angers et al. (1993), Carter & Rennie (1982) e McCarty et al. (1998).
Na medida em que a biomassa microbiana € maior, também o € a
imobilizacao total de nitrogénio. Assim, a imobilizagdo € maior no sistema
plantio direto junto a superficie. Vargas & Scholles (1998), comparando solos
sob diferentes sistemas de manejo, verificaram os maiores valores de
nitrogénio na biomassa microbiana na camada de 0-5 cm do solo sob sistema

plantio direto, em comparagao com sistema convencional e preparo reduzido.

2.3. Composic¢ao da comunidade microbiana e a imobilizagao de
nitrogénio
O efeito dos sistemas de manejo sobre a microbiota ndo se restringe

a aspectos quantitativos, como as alteracbes na biomassa e na atividade.
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Também a estrutura da comunidade microbiana pode ser alterada pelo manejo
do solo. Os grupos microbianos podem ser afetados diferentemente pelas
praticas de manejo. O preparo frequente do solo, por exemplo, pode selecionar
populagdes que suportem o rompimento fisico (Calderon et al., 2001). A
populagao fungica poderia ser a mais prejudicada nesta situacdo, pois o
revolvimento do solo causaria o rompimento de hifas, as guais seriam
degradadas pelo restante da microbiota (Kristensen et al, 2000). A
manutenca@o de residuos sobre a superficie do solo também parece exercer
uma acgao benéfica sobre a populacgéo fungica.

Estes fatores suportam a idéia de que a populacéo flngica seria
favorecida no sistema plantio direto, podendo mesmo ser predominante
(Kristensen et al., 2000). No entanto, Allison & Killham (1988) constataram um
aumento da populagdo fungica, sobretudo da populagdo de fungos
celuloliticos, apds a incorporagdo de palha de cevada. Os fungos sdo os
principais responsaveis pela degradacdo de lignina e celulose (Mary et al.,
1996), compostos abundantes em palhas de cereais. O estimulo a populacéo
fungica parece, portanto, mais associado a qualidade do residuo do que & sua
forma de disposigc&o no solo. A populagéo fungica pode, realmente, ser maior
no sistema plantio direto em comparagéo com o sistema convencional. Porém,
a populagéo bacteriana também segue esta tendéncia. Linn e Doran (1984)
observaram um aumento de 35% na populago fungica no sistema plantio
direto em comparagido com o convencional. Para a populacéo bacteriana, o
aumento foi de 41%.

Assim como a populagdo fungica é a principal responsavel pela

degradacdo de lignina e celulose, a populagdo bacteriana é a principal
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responsavel pela degradagéo de carbono soltvel (Mary et al., 1996). A maior
disponibilidade de carbono de réapida metabolizagdo no plantio direto pode
estimular mais intensamente a populagdo bacteriana do que a fungica.
Gunapala & Scow (1997), comparando solos sob sistema convencional e sob
sistema orgéanico, notaram uma queda na relacdo C:N da biomassa microbiana
no sistema organico. A relacdo C:N mais baixa deveu-se & maior proporcéo de
bacterias, atribuida & qualidade dos residuos adicionados ao solo no sistema
organico.

As raizes de plantas em desenvolvimento também podem estimular
diferentemente as populagdes microbianas nos sistemas de manejo. Além do
aumento da matéria organica do solo e de sua qualidade, a manutencdo dos
residuos vegetais pode levar a uma maior concentracdo de raizes na camada
superficial do solo (Lynch & Panting, 1980). Esta concentragéo de raizes pode
resultar em maior efeito rizosférico na camada superficial do solo sob sistema
plantio direto, possibilitando o desenvolvimento de uma populacdo microbiana
heterotrofica maior nesta camada. A populagdo fungica normalmente ndo é
beneficiada, pois o efeito rizosférico & seletivo. Os exsudatos radiculares
promovem um aumento na concentracao de carboidratos soluveis proximo as
raizes (Cheng et al, 1996). Como a populagdo bacteriana é a principal
responsavel pela degradagdo destes substratos, esta é grandemente
beneficiada pelo efeito rizosférico (Christensen et al., 1995).

A conservacéo de umidade no solo também pode ser responsavel
por diferencas na estrutura das comunidades microbianas nos dois sistemas
de manejo. A populacéo bacteriana é a mais afetada por baixos niveis de

umidade no solo. A atividade bacteriana declina rapidamente na medida em
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que o potencial de agua cai, sendo insignificante a —15 MPa. A extensdo de
hifas prossegue em potenciais de agua mais baixos, permitindo aos fungos
manterem sua atividade (Orchard & Cook, 1983). Em situacdes de déficit
hidrico, a populagédo flungica é favorecida em relagéo & bacteriana. Assim, a
menor umidade do solo no sistema convencional pode selecionar comunidades
microbianas predominantemente flngicas (Gunapala & Scow, 1997).

A estrutura da comunidade microbiana tem reflexos diretos no
potencial de imobilizacéo de nitrogénio. A imobilizacdo depende da relacéo
C:N dos microrganismos, a qual varia entre espécies e grupos microbianos.
Uma menor relagcéo C:N da biomassa microbiana indica que, para uma mesma
quantidade de carbono, uma quantidade maior de nitrogénio é assimilada.
Alguns microrganismos, especialmente fungos, podem alterar a sua relacdo
C:N em resposta a disponibilidade de nitrogénio e carbono (Mary et al. 1996;
Wheatley et al., 1990). E pouco provavel, no entanto, que toda a biomassa
microbiana altere a sua relagdo C:N simultaneamente (Wheatley et al., 1990).
Portanto, as diferengas na relagdo C:N da biomassa microbiana indicam
diferencas na sua composicdo, refletindo a predominancia de grupos com
maior ou menor relagéo C:N. A populacdo bacteriana apresenta uma relacéo
C:N mais baixa do que a populagéo flingica (Campbell et al., 1991; Mary et al.,
1996). Logo, praticas que favorecam a populacdo bacteriana reduzirdo a
relagdo C:N da biomassa microbiana, enquanto que praticas que beneficiem a
populacdo fungica produzirdo efeito contrario.

A populacdo bacteriana pode ser estimulada pelo aumento da
disponibilidade de N. Garcia & Rice (1994) reportaram o aumento do nitrogénio

da biomassa microbiana apdés a aplicagdo de fertilizante nitrogenado. O
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carbono da biomassa, ao contrario, foi reduzido. A diminuigdo da relacdo C:N
da biomassa microbiana refletiu a proporgdo de fungos e de bactérias, sendo
estas ultimas predominantes no solo apods a fertilizagdo nitrogenada.

A maior quantidade de nitrogénio potencialmente mineralizavel
verificado no sistema plantio direto (Bandel et al., 1975; Doran, 1980; Salinas-
Garcia et al., 1997) também pode levar a uma mudanga na composicéo da
comunidade microbiana. Salinas-Garcia et al. (1997) afirmam que a biomassa
microbiana apresenta uma maior relagdo C:N em resposta a condices de
baixa disponibilidade de N, tal como ocorre no sistema convencional. Nesta
situagdo, a comunidade microbiana poderia ser predominantemente fangica. A
situacdo inversa ocorre no sistema plantio direto. HA& uma maior
disponibilidade de compostos nitrogenados na camada superficial do solo, o
que estimularia a populagéo bacteriana, levando a uma biomassa microbiana
com menor relagdo C:N e maior capacidade de imobilizagdo de nitrogénio.
Vargas (1997), ao avaliar um solo sob diferentes sistemas de manejo em
quatro épocas durante um ano, observou relacées C:N da biomassa
microbiana mais baixas no sistema plantio direto em trés épocas, em
comparagao com os preparos reduzido e convencional, independentemente do
sistema de culturas. De modo semelhante, Aslam et al. (1999) encontraram
relacGes C:N menores na biomassa microbiana em solo sob plantio direto em
duas das trés avaliacdes realizadas pelos autores. Estes resultados indicam
que, ao menos em determinados periodos, a biomassa microbiana no sistema
plantio direto pode apresentar relagdo C:N menor do que no sistema
convencional, o que resultaria em um maior potencial para imobilizacédo de

nitrogénio.
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2.3.1. Métodos para avaliar a composicdo da comunidade

microbiana em sistemas de manejo de solo

Modificagbes na estrutura da comunidade microbiana,
especialmente na proporcdo de fungos e bactérias, podem influenciar a
dinamica e a disponibilidade de nutrientes no solo (Frey et al., 1999). Tais
alteracdes podem ser avaliadas por diversos métodos, baseados em diferentes
principios, tais como os métodos fisiolégicos, os métodos culturais, os métodos
baseados em contagem direta, os que estimam constituintes da biomassa, ou
por meio de técnicas moleculares.

Os métodos fisiolégicos baseiam-se na atividade metabdlica da
microbiota ao utilizar determinado substrato, geralmente carboidratos. O
método fisiolégico mais utilizado para estimar a proporcdo de fungos e de
bactérias baseia-se na estimulagdo da microbiota com glicose e a inibigdo
seletiva dos grupos por antibiéticos. O método foi proposto inicialmente por
Anderson & Domsch (1973) e vem sendo usado em diferentes situacdes por
autores como Harrison & Betts (1996), Johnson et al. (1996), Selbach (1998) e
Wardle & Parkinson (1990). As limitagdes do método residem no fato de que
nem toda a microbiota responde igualmente ao estimulo com glicose nem &
inibicao pelos antibidticos (Wardle & Parkinson, 1990).

Os métodos culturais consistem em diluicdes das amostras de solo
e cultivo em placas de Petri com meio seletivo. Sdo os mais utilizados para o
isolamento de microrganismos do solo e para a determinacdo de células
viaveis. Estes métodos vém sendo utilizados para estimar a abundancia de
fungos, bactérias (Doran, 1980), actinomicetos, solubilizadores de fosfato

(Silva Filho & Vidor, 1984) e celuloliticos (Cattelan & Vidor, 1990). Entretanto,
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as contagens de unidades formadoras de colénias, com o objetivo de avaliar a
biomassa, produzem resultados subestimados. Algumas células podem
permanecer aderidas as particulas de solo, outras podem morrer durante as
diluicbes, podem ficar aderidas as paredes das vidrarias ou podem
simplesmente n&o se desenvolver no meio de cultura (Parkinson et al., 1971).
Esta dltima parece ser a maior limitagdo dos métodos culturais. Estima-se que,
no maximo, 1% dos organismos presentes no solo é culturavel (Torsvik et al.,
1996). A maioria da comunidade microbiana, portanto, ndo € mensurada por
métodos culturais. A medida da proporgdo de fungos e de bactérias presentes
no solo por tais métodos somente seria valida se esta fosse a mesma entre os
organismos culturaveis e os ndo-culturaveis, o que seria pouco provavel.
Outra forma de se avaliar a composicdo da biomassa microbiana
consiste na contagem direta de hifas fungicas e de células bacterianas e a
posterior conversdo das contagens para biovolume ou biomassa. Técnicas
utilizando diferentes corantes e microscépios vém sendo usadas ha muitos
anos (Anderson & Domsch, 1978). Em trabalhos mais recentes, é comum a
utilizacdo de corantes como o diacetato de fluoresceina, que permitem a
contagem de células metabolicamente ativas por meio de microscopia de
epifluorescéncia (Beare et al., 1997; Frey et al., 1999; Lundquist et al., 1999;
Tate et al,, 1991). Embora possam ser mais precisas do que os métodos
culturais, as contagens diretas também podem subestimar as populacdes
microbianas. As razées para contagens subestimadas seriam o confundimento
dos microrganismos com as particulas do solo, deficiéncias na coloracdo de
algumas células, problemas na liberagdo dos microrganismos das superficies

em que se encontram aderidos, imprecisdées na mensurag¢ao dos biovolumes e
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a discordancia entre os muitos fatores de conversdo de biovolume para
biomassa (Frey et al., 1999).

A composigao da comunidade microbiana também pode ser
estimada por meio da quantificacdo de compostos constituintes das células
microbianas. Alguns constituintes estédo presentes apenas em grupos restritos
da microbiota, como o acido murémico (Parkinson et al.,, 1971), presente em
procariotos, ou a quitina e o ergosterol (Stahl & Parkin, 1996), presentes nas
células fungicas. A avaliagéo destes constituintes poderia estimar a biomassa
de bactérias e de fungos, respectivamente. Porém, os valores obtidos para a
biomassa de cada um dos grupos microbianos frequentemente s&o maiores do
que a biomassa total estimada por outros métodos, sugerindo que a maior
parte destes compostos € extraida de fracdes nao vivas do solo (Jenkinson &
Ladd, 1981). Qutra alternativa € a utilizacdo de meétodos baseados na
fumigacdo com cloroférmio e na extracdo de compostos solluveis, os quais
permitem avaliar as relagdes entre carbono, nitrogénio, carboidratos (CHO) e
N reativo com ninhidrina (N-Nin) presentes na biomassa microbiana. Estas
relacées permitem uma estimativa da composicao da comunidade microbiana,
de seu estado fisioldgico e de sua capacidade de imobilizar N. A relagéo C:N
tem sido usada como um indicativo da predominéncia de fungos ou de
bactérias no solo em um dado momento, embora nao avaliem diretamente os
grupos microbianos (Campbell et al., 1991; Garcia & Rice, 1994; Gunapala &
Scow, 1998, Wheatley et al., 1990). De modo semelhante, as relagées CHO:C
e C:N-Nin podem ser usadas no monitoramento de modificacdes na
composi¢ao da biomassa microbiana, podendo ser medidas mais sensiveis do

que a relagédo C:N (Joergensen et al., 1996). Além de permitirem uma
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estimativa da composigdo da microbiota, estes métodos permitem estabelecer
relagbes entre a dinamica da comunidade microbiana e a disponibilidade de
nutrientes, sobretudo de nitrogénio (Gunapala & Scow, 1998).

Os métodos moleculares, por sua vez, parecem ser a alternativa
mais promissora aos métodos culturais. Eles permitem a identificacdo e a
classificacéo até mesmo de organismos ndo-culturéveis, possibilitam analises
da estrutura e da diversidade da comunidade microbiana e geram
comparagdes quantitativas mais precisas do que os métodos culturais
(Borneman et al., 1996, Fouly et al., 1996; Martin-Laurent et al., 2001; Nusslein
& Tiedje, 1999). A aplicacdo de técnicas moleculares envolve inicialmente a
liberacado de acido nucléico das células microbianas, mais frequentemente o
DNA, a sua extrac&o e purificacéo e, posteriormente, a sua anélise por meio
de procedimentos de hibridizagdo e/ou reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Selbach, 1998). Ambos os procedimentos e as suas diversas variacoes
permitem quantificar e identificar grupos microbianos a partir de sequéncias-
alvo de DNA. As sequéncias mais usadas em estudos de diversidade
microbiana s&o aquelas dos genes que codificam o RNA da subunidade menor
do ribossomo (Borneman et al., 1996). Sequéncias do 16S rDNA e do 18S
rDNA estdo presentes em todas as bactérias e em todos os fungos,
respectivamente. Estes genes possuem regides altamente conservadas, que
permitem a identificagdo de organismos do mesmo grupo e, ao mesmo tempo,
sequéncias variaveis, que permitem distinguir organismos dentro daquele

grupo (Smit et al., 1997).
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2.4. Remineralizagao do nitrogénio

No sistema plantio direto, o0 aumento da biomassa microbiana
resulta em maior imobilizag&o de nitrogénio, diminuindo a sua disponibilidade
para as culturas. Por outro lado, a maior imobilizacdo implica menor
concentracao de nitratos na solucéo do solo. Com isto, ha menor possibilidade
de perdas de nitrogénio por lixiviagdo, aumentando a capacidade de
conservacao de nitrogénio no sistema solo (Follett & Schimel, 1989; House et
al., 1984). Além disto, o nitrogénio é imobilizado apenas temporariamente e em
uma forma ativa, pois os microrganismos, responsaveis pela imobilizacéo, sdo
também os agentes do processo de mineralizacdo. Uma maior biomassa
microbiana também pode significar maior atividade microbiana e,
consequentemente, maior mineralizacao de nitrogénio, 0 que compensaria, ao
menos em parte, a imobilizag&o (Vargas & Scholles, 2000).

Além disso, a biomassa microbiana pode constituir-se em uma fonte
de nitrogénio potencialmente mineralizavel. Os nutrientes imobilizados pela
comunidade microbiana podem atingir valores elevados, porém a sua
reciclagem e liberagdo s&o mais rapidas do que as de outras fragbes da
matéria orgéanica do solo (Garcia & Moron, 1992). Em solos agricolas, os
valores de nitrogénio imobilizado nas células microbianas podem ser
superiores a 100 kg ha" (Anderson & Domsch, 1980). Na medida em que
ocorre a morte dos microrganismos, estes sdo rapidamente mineralizados
pelos microrganismos restantes, liberando os nutrientes imobilizados no
processo conhecido como remineralizagdo (Marumoto et al., 1982; Mary et al.,
1996). A remineralizacdo ocorre apés uma fase de decomposicéo ativa, na

qual ha um crescimento das populagdes microbianas. Com a morte dos
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microrganismos e a diminuicdo das populagdes microbianas, inicia-se a
remineralizagdo. A cinética da remineralizagdo parece ter duas fases distintas,
sendo uma fase inicial répida, seguida por uma fase mais lenta (Aita, 1997).
Estas fases poderiam estar associadas a composicdo da microbiota. Os
microrganismos que respondem a um determinado estimulo, como a aplicacdo
de um fertilizante, seriam degradados mais rapidamente, enquanto os
microrganismos autoctones seriam degradados mais lentamente (Carter &
Rennie, 1984).
Acredita-se que a quantidade de nitrogénio remineralizado em curto
prazo seja muito pequena (Aita, 1997). Porém, alguns trabalhos indicam que o
processo de remineralizacdo pode suprir uma quantidade significativa de
nitrogénio para as plantas. Bonde et al. (1988) observaram que de 55 a 89%
do N mineralizado durante 40 semanas de incubacdo eram derivados da
biomassa microbiana. Resultados semelhantes foram obtidos por Carter &
Rennie (1984) e Marumoto (1984). Os primeiros autores verificaram que entre
20 e 40% do nitrogénio imobilizado foram liberados em um periodo de 100
dias. Marumoto (1984), por sua vez, trabalhou com solo submetido a ciclos de
secamento e umedecimento e constatou que 66% do nitrogénio mineralizado
em um periodo de 28 dias eram provenientes de remineralizacdo. Estes
resultados reforcam a idéia de que a biomassa microbiana, além de ser
responsavel pela ciclagem de nutrientes, pode ser uma fonte importante de N
potencialmente mineralizavel (Goyal et al., 1992; Bonde et al., 1988).
Os fatores ambientais que controlam a proliferagédo e a morte de
microrganismos ir&o determinar a taxa de liberacdo dos nutrientes para a

solug&o do solo (Garcia & Moron, 1992; Mengel, 1996). A disponibilidade de
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nutrientes, a capacidade do solo em prover prote¢cdo para a microbiota por
meio de sua estrutura, a temperatura e a umidade do solo s&o fatores que
contribuem para a manutenc&o de uma biomassa microbiana maior ou menor
(Bonde et al, 1988). Marumoto (1984) afirma que a mortalidade dos
microrganismos é maior quando o solo é submetido a estresses ambientais,
como secamento, ou alguma perturbagdo mecanica. Este tipo de situagao €
mais comum no preparo convencional. Por isto, a ciclagem do N imobilizado
pode ser mais lenta no plantio direto em condi¢gdes de campo. Embora mais
lenta, a ciclagem do nitrogénio no sistema plantio direto seria, no entanto, mais
eficiente, uma vez que as perdas seriam menores (House et al., 1984).

A proporc¢do de fungos e bactérias na biomassa microbiana também
pode influenciar a taxa de remineralizagdo. As bactérias, que crescem
rapidamente em determinadas situagbes, como durante a decomposicdo de
exsudatos radiculares, também sdo decompostas rapidamente (Mary et al.,
1996). Os fungos, ao contrario, apresentam uma remineralizacao mais lenta
(Kristensen et al, 2000). A remineralizagdo mais lenta dos fungos
possivelmente se deva a composicéo de suas células, ricas em compostos de
dificil degradacdo, como quitina e celulose (Atlas, 1988; Jenkinson & Ladd,
1981; Stahl & Parkin, 1996).

A cinética da remineralizacdo tem sido descrita por modelos
exponenciais de primeira ordem, de segunda ordem ou mistos (Bonde et al.,
1988; Whitmore, 1996). A maioria dos modelos segue uma cinética de primeira
ordem, na qual a quantidade de nitrogénio remineralizado € proporcional a
guantidade inicial imobilizada. Cinéticas de segunda ordem, no entanto,

podem descrever o processo mais apropriadamente. Whitmore (1996),
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comparando trés modelos, considerou o modelo de segunda ordem o mais
apropriado. De acordo com o modelo, a remineralizagéo é regulada em parte
pelas interagdes entre os microrganismos, as quais aumentam na medida em
que a biomassa microbiana aumenta. No sistema plantio direto, uma maior
quantidade de nitrogénio imobilizado e, possivelmente, a maior ocorréncia de
interagbes entre o0s microrganismos resultariam em maior quantidade de
nitrogénio remineralizado. Assim, embora as taxas constantes de decaimento
exponencial possam ser menores no sistema plantio direto, quanto maior for o
conteudo de nitrogénio na biomassa microbiana, mais rapida sera a sua

ciclagem.



3. HIPOTESES

A partir da fundamentacao tedrica até aqui descrita, foram
formuladas as seguintes hipoteses:

1. A composigcao das comunidades microbianas do solo é diferente
nos sistemas plantio direto e convencional. No sistema plantio direto, ha maior
disponibilidade de matéria organica biodegradavel e de nitrogénio,
favorecendo em maior intensidade a populagao bacteriana. Assim, ha o
desenvolvimento de uma biomassa microbiana com menor relagdo C:N e,
consequentemente, maior potencial de imobilizac&o de nitrogénio, sobretudo
apos a aplicacao do fertilizante nitrogenado.

2. O nitrogénio imobilizado na biomassa microbiana do solo
constitui-se uma fragcdo importante do nitrogénio potencialmente mineralizavel
e apresenta uma ciclagem rapida. No sistema plantio direto, ha mais
microrganismos, com maior interacdo entre eles, e maior atividade microbiana,
resultando em maior remineralizagdo. Com isso, ha um retorno maior de

nitrogénio imobilizado, compensando, em parte, a maior imobilizagao.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizagdo e caracterizagdo da area experimental

As amostras de solo e de tecido vegetal, analisadas no presente
trabalho, foram coletadas em um experimento localizado em area pertencente
a Estacdo Experimental Agronomica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (EEA/UFRGS), no municipio de Eldorado do Sul (RS), regido
fisiografica da Depresséo Central.

O clima é subtropical de verdo umido quente do tipo fundamental
Cfa, conforme a classificagdo de Koeppen. O solo é classificado como
Argissolo Vermelho distrofico, textura franco-argilosa (Paleudult). O relevo da
regido é ondulado a suave ondulado, apresentando uma declividade média
local de 5%.

O experimento vem sendo conduzido desde 1985 com tratamentos
de preparos de solo e de sistemas de culturas. O experimento possui trés
repeticbes, em um delineamento experimental em blocos casualizados, com
parcelas subdivididas. Os métodos de preparo de solo — convencional,
reduzido e plantio direto - ocupam as parcelas principais, com 300 m’
(15x20m). As operagdes de preparo de solo tém sido efetuadas apenas antes
da semeadura das culturas de verdo. No sistema convencional, o solo vem

sendo preparado com uma aragao e duas gradagens, havendo a incorporacéo
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dos residuos culturais ao solo. No preparo reduzido, com uma escarificacao
seguida por uma gradagem leve, enquanto que no plantio direto, a semeadura
vem sendo realizada sobre os residuos das culturas anteriores, sem O preparo
do solo. As culturas de inverno tém sido semeadas diretamente sobre os
residuos das culturas de ver&o, sem preparo de solo.

As subparcelas, de 100 m? (5x20m), vém sendo conduzidas com
trés sistemas de sucessdes de culturas: aveia preta (Avena strigosa) + vica
(Vicia sativa) | milho (Zea mays)+ caupi (Vigna sinensis); aveia preta / milho e
vica / milho.

As caracteristicas do solo e o histdrico do experimento encontram-

se descritas em Bayer & Mielniczuk (1997).

4.2. Tratamentos e amostragem

Dois sistemas de manejo de solo foram avaliados: o sistema plantio
direto e o sistema convencional. O solo foi cultivado, nos dois sistemas, com a
sucessao de gramineas aveia preta / milho.

Previamente & cultura do milho, a aveia preta foi rolada com O uso
de um rolo-faca. Esta operacéo foi efetuada em 31/08/1 999. No momento da
rolagem, a palha da aveia preta apresentava uma relacdo C:N média igual a
59. O preparo convencional do solo foi realizado em 13/09/1999 e a
semeadura da cultura do milho, em 23/09/1999, em ambos 0s sistemas. A
populacédo foi de 69.000 plantas por hectare. Como fertilizante nitrogenado,
aplicado em cobertura, utilizou-se uréia, em uma dose total equivalente a 180
kg N ha”. O fertilizante foi aplicado a lanco, de modo fracionado, em duas

doses. sendo aplicados 60 kg N ha aos 25 dias e 120 kg N ha' aos 49 dias
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apds a semeadura da cultura do milho. Imediatamente ap6s cada aplicacao do
fertilizante nitrogenado, procedeu-se uma irrigacéo equivalente a 20 mm.

Cada tratamento avaliado foi conduzido em trés repeticbes, em
blocos casualizados. As amostras de solo foram coletadas na camada de 0-5
cm, com o uso de uma espatula. Foram coletadas amostras compostas de
cinco subamostras por parcela, as quais foram mantidas intactas,
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas até o laboratorio em caixas
de isopor com gelo. No laboratério, foram homogeneizadas com o uso de
peneira com malha de 4 mm. Apos, parte das amostras foi pesada para as
avaliacdes de biomassa microbiana pelo procedimento de fumigacgao-extracao
e andlise de nitrogénio mineral, enquanto outra parte foi pré-incubada por 2
semanas para a analise de carbono da biomassa por fumigacao-incubagéo. O
restante das amostras foi armazenado em congelador a —10 °C até o momento
em que foram efetuadas as demais analises. As amostras de solo foram
coletadas no dia da semeadura do milho e 46, 62, 88 e 112 dias apds a
semeadura. Nos mesmos dias, com excecdo da primeira coleta, foram
coletadas as partes aéreas de quatro plantas de milho de cada parcela para as

analises de N no tecido vegetal.

4.3. Avaliagoes

4.3.1. Avaliagdo do carbono da biomassa microbiana

Para a avaliacdo de C da biomassa microbiana, foi utilizado o
procedimento de fumigagéo-incubagao descrito por Jenkinson & Powlson
(1976). As amostras de solo de cada tratamento foram pré-incubadas por duas

semanas em frascos cobertos com filme de PVC a 26 °C. De cada amostra,
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retiraram-se duas subamostras, sendo uma de 50 g e outra de 49 g de solo
(base umida). As subamostras de 49 g foram colocadas em um dessecador de
30 mm com as paredes forradas com papel umido, contendo um becker com
15 mL de cloroférmio (CHCIs) e esferas de vidro. Com o auxilio de uma bomba
de succdo, produziu-se vacuo no interior dos dessecadores até que o
cloroférmio borbulhasse. As demais subamostras foram submetidas ac mesmo
tratamento, porém sem a presenga do cloroférmio. As subamostras foram
mantidas nos dessecadores por 24 horas. Ao final deste periodo, retirou-se o
clorofémio e o papel imido de dentro do dessecador. Apés, realizaram-se seis
evacuacdes sucessivas de trés minutos com a bomba de vacuo, de modo a
eliminar o vapor do fumigante. As subamostras fumigadas foram entdo
reinoculadas com 1,0 g da amostra original de solo e incubadas em frascos de
vidro com volume de 1,5 L, com vedacdo hermética. No interior de cada frasco,
foi colocado um copo plastico contendo 2 mL de NaOH 1,0 mol L". Com as
subamostras de solo nao-fumigadas, realizou-se o mesmo procedimento.
Todas as subamostras, além de uma prova em branco sem solo, foram
incubadas em estufa com temperatura de 26 + 2 °C, com a umidade do solo
ajustada para + 70% da sua capacidade de campo. Apos 10 dias de
incubacao, mediu-se a produgédo de C-CO, de cada subamostra por titulacao
com HCI 0,1 mol L. O carbono da biomassa microbiana foi calculado pela
equacdo Cg= (1,73 C¢)-(0,56 Cne), proposta por Horwath et al. (1996), onde:

— Cg representa o carbono da biomassa microbiana, expresso em mg kg' de
solo seco;
— Cr e Cyr representam o carbono liberado na forma de CO, nas

subamostras fumigada e n&o-fumigada, respectivamente;
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— Qs parametros 1,73 e 0,56 estimam a propor¢&o de carbono micrabiano
mineralizado durante o periodo de incubag&o.

Os valores expressos em mg kg” foram convertidos para kg ha”,

considerando-se, para tal, a densidade aparente do solo de 1,49 g cm™ no

sistema convencional e 1,59 g cm” no sistema plantio direto determinada por

Salton & Mielniczuk (1995).

4.3.2. Procedimento de fumigagédo - extracdo para avaliagao de

componentes da biomassa microbiana

O nitrogénio total, o nitrogénio reativo com ninhidrina e os
carboidratos da biomassa microbiana foram analisados em extratos de solo,
obtidos de acordo com o procedimento de fumigacéo-extragcéo descrito por
Brookes et al. (1985).

Foram pesados 20 g de solo (base umida), os quais foram extraidos
com 80 mL de K;SO4 0,5 mol L™ e agitados por 30 minutos. Simultaneamente,
outra amostra, de massa igual, foi fumigada com cloroférmio por 24 horas,
conforme descrito no item 4.3.1. O cloroférmio foi removido mantendo-se 0s
frascos abertos por 6 a 8 horas, sendo entéo feita a extragéo do modo descrito
anteriormente. Apos a agitac@o, os extratos foram filtrados em papel filtro e

mantidos em geladeira até o momento das analises.

4.3.2.1. Avaliacdo de nitrogénio da biomassa microbiana
Para a avaliagcdo do nitrogénio da biomassa microbiana foi utilizado
o método proposto por Brookes et al. (1985). Os extratos foram avaliados para

N total como descrito por Tedesco et al. (1995). A quantidade de N liberado
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pelo CHCl; apds 24 horas de fumigacéo foi calculada subtraindo-se o N total
no extrato de solo nao-fumigado do valor encontrado para o extrato de solo
fumigado. O N da biomassa foi calculado dividindo-se o valor obtido
anteriormente pelo fator 0,54. Este fator representa a fragdo de nitrogénio da

biomassa microbiana extraido apds a fumigacéo com cloroférmio.

4.3.2.2. Avaliagdo de nitrogénio da biomassa microbiana reativo

com ninhidrina

O nitrogénio da biomassa microbiana reativo com ninhidrina foi
avaliado colorimetricamente pelo método descrito por Badalucco et al. (1992).
O reagente de ninhidrina foi preparado com a mistura de 100 mL de tampao de
citrato 0,2 mol L, com pH 5.5, contendo 160 mg de SnCl,.2H,0 e 100 mL de
uma solucdo 4% de ninhidrina (Nuclear) dissolvida em metoxietanol e agua na
proporcdo 1:1 (50 mL de &gua e 50 mL de metoxietanol). O tampéao de citrato
0,2 mol L™ é preparado com 5,88 g de NasCeHsO7.2H,0 e 4,2 g de CeHs07.H;0
dissolvidos em agua destilada para o volume final de 100 mL.

Aliquotas de 1,0 mL do extrato de K,SO, reagiram com 5,0 mL do
reagente de ninhidrina em tubos de ensaio. Os tubos foram aquecidos em
banho-maria a 100 °C por 20 minutos. Apds o resfriamento dos tubos, as
amostras foram lidas em 570 nm em um fotocolorimetro Varian 634. A
quantidade de nitrogénio reativo com ninhidrina (NHs" + NH,) na biomassa
microbiana foi obtida pela diferenga entre os extratos do solo fumigado e do
ndo-fumigado. Uma curva-padréo, composta por oito pontos (1,68 ate 16,8 mg
N L), foi preparada a partir de uma solugéo de tirosina equivalente a 33,6 mg

N L de nitrogénio.
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4.3.2.3. Avaliagao de carboidratos da biomassa microbiana
Os extratos dos solos fumigados e nao-fumigados foram analisados
quanto ao seu teor de carboidratos pelo método descrito por Badalucco et al.
(1990). O reagente de antrona foi preparado dissolvendo-se 1,0 g de antrona
(Vetec) em 204 mL de H,SO4 25 mL de etanol e agua destilada para um
volume final de 500 mL. Para a analise dos carboidratos extraiveis de cada
amostra, foram misturados, em um tubo de ensaio, 5,0 mL do reagente de
antrona com 1,0 mL de extrato. Tanto o reagente de antrona como os extratos
foram mantidos sob refrigeracédo a 4 °C até o momento da sua mistura. Os
tubos foram aquecidos em banho-maria a 100 °C por 10 minutos. Apds o
resfriamento dos tubos, foi efetuada a leitura em colorimetro (Varian 634) em
625 nm. Foi preparada uma curva-padrao com cinco concentracées de glicose
(entre 5 e 40 mg C L") a partir de uma solugédo 200 mg C L". Esta solugéo
concentrada foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de glicose anidra em agua
destilada para o volume de 1,0 L. A guantidade de carboidratos retidos na
biomassa microbiana foi estimada pela diferenca entre os extratos do solo

fumigado e do n&o-fumigado.

4.3.3. Avaliacao da estrutura da comunidade microbiana por

meio da reagao em cadeia da polimerase (PCR)

4.3.3.1. Extracao direta e purificagcao de DNA do solo

O DNA das células microbianas foi extraido e purificado conforme
descrito por Selbach (1998). De cada amostra de solo, pesou-se 1,0 g de solo,
o qual foi colocado em um tubo de centrifuga de polipropileno (Nalgene) com

capacidade para 50 mL. O solo foi lavado com 2,0 mL de tamp&o de fosfato de
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sodio 0,12 mol L™ (pH 8,0) para a eliminagdo de acidos nucléicos livres. As
amostras foram agitadas a 200 rpm por 10 minutos em um agitador horizontal
e a seguir centrifugadas a 6.000 rpm por mais 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 2,0 mL de uma solucéo de CaCl,
0,09 mol L™ e Tris-HCI 0,01 mol L™ (pH 8,0) contendo 10 mg mL™" de lisozima.
As amostras foram incubadas por 1 h a 37 °C, com agitacdo manual a cada 15
min. Apés, foram adicionados 50 uL de uma solugéo 20 mg mL" de proteinase
K, procedendo-se nova incubagdo sob as mesmas condigbes. A seguir foram
adicionados 2,0 mL de uma solucéo contendo NaCl 0,10 mol L™ Tris—HCI 0,5
mol L' (pH 8,0) e sodio dodecil sulfato (SDS) 10 %. A mistura foi
homogeneizada brevemente em vortex e submetida a trés ciclos sucessivos de
congelamento em etanol com gelo seco (-70 °C) e aquecimento em banho-
maria (85 °C). Ap6s, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min,
transferindo-se, posteriormente, o sobrenadante para outro tubo de centrifuga
com capacidade para 50 mL. Ao sobrenadante adicionaram-se 160 uL de Na-
EDTA 0,5 mol L, 8 mL de etanol e 1,2 mL de acetato de sédio 3 mol L™ (pH
5,3). A seguir, as amostras foram incubadas a —10 °C por ao menos 1 h. Apos,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 min. Descartou-se 0
sobrenadante e secou-se o pellet, o qual foi suspenso novamente em 500 plL
de tampao TE (1,0 mL de Tris-HCI 1,0 mmol L', pH 8,0; 200 uL de EDTA 0,5
mmol L e 98,8 mL de agua Mili-Q).

A purificacdo do DNA foi feita utilizando-se o conjunto de purificacao
Wizard Plus (Promega). Para cada amostra, utilizou-se uma coluna de
purificagdo. Cada coluna foi atarraxada a extremidade de uma seringa de 3,0

mL, na qual foram misturados 200 uL do DNA suspenso em TE e 1,0 mL de
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resina. O émbolo foi colocado na seringa e pressionado lentamente,
permitindo a queda de uma gota a cada segundo. A coluna foi desatarraxada,
o émbolo removido e a coluna recolocada na extremidade da seringa. Foram
pipetados para o interior da seringa 2,0 mL de solucdo de lavagem. O émbolo
foi recolocado e pressionado do modo mencionado anteriormente. A coluna foi
removida e transferida para um tubo de microcentrifuga com capacidade para
1,5 mL. Procedeu-se a uma centrifugacéo a 14.000 rpm por 2 min para retirar o
excesso de solugdo de lavagem. A coluna foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga. Foram adicionados 50 uL de tampao TE aquecido a 80 °C a
coluna, a qual foi centrifugada a 14.000 rpm por 20 s. Este ultimo
procedimento foi repetido uma segunda vez.

Além das amostras de solo, foi extraido ainda o DNA de culturas
puras de Escherichia coli e de Penicillium pelo mesmo procedimento. O DNA
das culturas de E. coli e de Penicillium foram utilizados como padrées para

bactérias e para fungos, respectivamente, nas reagdes de PCR.

4.3.3.2. Reagao em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificagao de seqiiéncias de DNA bacteriano

Inicialmente, as preparagcbes de DNA, tanto das amostras de solo
guanto das culturas puras, foram diluidas em agua Mili-Q na proporcéo de
1:10, a fim de eliminar inibidores da reacéo de PCR.

A mistura de PCR utilizada consistiu de 2 uL de DNA molde
(pipetados a partir das preparacdes diluidas), 5 uL de tamp&o de PCR 10x, 0,2
mmol L™ de cada DNTP (Gibco), MgCl, 2,5 mmol L™, 25 picomoles de cada

primer (Bio-Synthesis), 1,25 unidades de polimerase (Gibco) e agua Mili-Q
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estéril para o volume final de 50 pL. A mistura foi feita em tubos de 500 plL e
coberta com 35 plL de 6leo mineral (Sigma). As amostras de DNA de E. Coli e
de Penicillium atuaram como controle positivo e negativo, respectivamente, da
reacdo de PCR.

Nesta reacdo, foram utilizados os primers U968, cuja sequéncia €
5-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3', e L1401 , de sequéncia 5-CGG TGT GTA
CAA GAC CC-3’ (Felske et al. 1997). Estes primers amplificam uma sequéncia-
alvo de 433 pb do 16S rDNA.

A amplificacéo foi realizada com um ciclo inicial de desnaturacéo a
94 °C por 5 minutos. Apds, seguiram-se 30 ciclos de amplificacéo, sendo cada
ciclo composto por 3 fases com duragdo de 1 minuto: 94 °C, 56 °C e 72 °C.
Para a extens&o final de produtos incompletos, procedeu-se a um ciclo extra a

72 °C por 5 minutos.

4.3.3.3. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para

amplificacdo de seqiiéncias de DNA fangico

A mistura de PCR utilizada foi idéntica, em termos de concentracoes
de reagentes, a descrita anteriormente para a amplificacao de DNA bacteriano.
No entanto, foi utilizado um novo conjunto de primers, 0s quais tém como
sequéncia-alvo um fragmento de 550 pb do 18S rDNA de fungos. Os primers
EF4 e fung5 (Smit et al., 1999) possuem as sequéncias de bases 5-GGA AGG
GGT GTA TTIT ATT AG-3, e 5-GTA AAA GTC CTG GTT CCC C-3,

respectivamente.
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Para a amplificagdo da sequéncia-alvo, o termociclador foi
programado da seguinte maneira: 1 ciclo a 94 °C por 3 min; 35 ciclos a 94 °C

por 1 min, 48 °C por 1 min e 72 °C por 3 min; 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos.

4.3.3.4. Quantificagao do DNA

Os produtos de PCR foram carregados em gel de agarose 1,5%
contendo 0,5 ng mL™" de brometo de etideo. Para as amostras de solo, foram
carregados 12 pL de produto de PCR misturados com 4 ul de tampao de
amostra (40% de sacarose e 0,25% de azul de bromofelnol em agua). O gel
encontrava-se imerso em tampao TBE 1x (Tris base 89 mmol L";acido bérico
89 mmol L":EDTA 2 mmol L": pH 8,0), o qual também foi usado na preparagéo
do gel. Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese a 80 v por 75
min.

O gel foi fotografado por meio do sistema Kodak Digital Science
EDAS. As imagens foram ent&o analisadas no aplicativo Gel-Pro Analyzer 3.1,
o qual mede a intensidade das bandas e estima, deste modo, a concentracao

de DNA.

4.3.4. Avaliagao do nitrogénio mineral do solo
O N mineral do solo (NH," + NO; + NO,) foi analisado nos extratos
das amostras de solo ndo-fumigadas, por meio do procedimento descrito por

Tedesco et al. (1995).
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4.3.5. Avaliagdo do nitrogénio acumulado pela parte aérea da

cultura do milho
Foram realizadas avaliagbes do teor de nitrogénio no tecido vegetal
da parte aérea de plantas de milho coletadas 46, 62, 88 e 112 dias apos a
semeadura da cultura. Aos 120 dias, o N dos gréos foi analisado
separadamente do restante da parte aérea do milho. A avaliacéo do N total no
tecido vegetal foi realizada por meio do procedimento descrito por Tedesco et

al. (1995).

4.3.6. Avaliagdao do carbono e do nitrogénio do solo

potenciaimente mineralizaveis ao longo da cuitura do milho

Foram realizadas avaliacdes do C-CO, liberado e do nitrogénio
mineralizado ao final de 112 dias de incubacdo das amostras de solo. A
incubacao foi feita em estufa, a 26 + 2 °C, com a umidade do solo ajustada

para 70 % da sua capacidade de retengéo.

4.3.7. Avaliagao da atividade potencial de urease

A atividade potencial de urease foi estimada de acordo com Dick et
al. (1996).

Foram colocados 5,0 g de cada amostra de solo em tubos
volumeétricos com capacidade para 50 mL. Em seguida, adicionaram-se 0,2 mL
de tolueno e 9 mL de tampao THAM (Tris(hidroximetil)aminometano 0,05 mol L
' pH 9,0) e agitaram-se brevemente os tubos para misturar os componentes.
Adicionaram-se 1,0 mL de uréia 0,2 mol L' a cada tubo, os quais foram

incubados a 37 °C por 2 horas. Apos este periodo, foram colocados e
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misturados cerca de 35 mL de KCI-Ag>SO, (188 g KCI; 100 mg Ag-SO,; agua
destilada para 1 L). Os tubos foram entdo deixados em repouso até que
atingissem a temperatura ambiente. Apés, o volume foi completado para 50 mL
com KCI-Ag,SO, e os frascos foram invertidos diversas vezes para misturar os
conteddos. O NH," foi determinado na suspenséo do solo por destilacao com

MgO, tal como descrito em Tedesco et al. (1995).

4.4. Analises estatisticas

Os dados das variaveis estudadas foram analisados segundo um
delineamento experimental em blocos completos casualizados com trés
repeticdes e um delineamento de tratamentos fatorial. O experimento fatorial
apresentava dois fatores: sistemas de manejo de solo, com dois niveis e
épocas de avaliagdo, com cinco niveis.

As médias foram comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de

significancia de 5%.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantidade de nitrogénio mineral no solo

Os sistemas de manejo influenciaram a disponibilidade de nitrogénio
para a cultura do milho, estimada por meio da quantidade de nitrogénio
mineral presente no solo (Figura 1). Apenas na primeira avaliacdo nao houve
diferenca significativa entre os dois sistemas com relacéo a quantidade de
nitrogénio mineral. Nas demais avaliagdes, a quantidade de nitrogénio mineral
foi significativamente maior no sistema convencional.

Na primeira avaliagdo, foram observados os menores valores de
nitrogénio mineral nos dois sistemas de manejo. Esta avaliacdo foi realizada
no dia da semeadura do milho, 23 dias apds a rolagem da aveia preta e 10
dias apds o preparo convencional do solo. Antes, portanto, da primeira dose
de adubagéo nitrogenada ter sido aplicada ao solo. O nitrogénio presente no
solo seria originado da mineralizagdo tanto da matéria organica como de
residuos adicionados recentemente (Matus & Rodriguez, 1994). A
mineralizacdo deveria estar sendo favorecida, sobretudo no sistema
convencional apos o preparo do solo (Doran, 1980), de modo que a
quantidade de nitrogénio mineral verificada dificiimente estaria associada a
taxas de mineralizacdo reduzidas. Naguele momento, também nao existiam

ainda plantas de milho, as quais poderiam absorver o nitrogénio da solug&o do
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solo, reduzindo acentuadamente a quantidade de nitrogénio mineral (Malhi et

al., 2001). Assim, embora possam ter ocorrido perdas de nitratos por lixiviagao,

a baixa quantidade de nitrogénio mineral estaria, aparentemente, associada a

presenga, em grande' quantidade, dos residuos da cultura anterior. Os

residuos de cereais, como a aveia preta, possuem uma relacéo C:N elevada e

o seu aporte ao solo resulta em imobilizacao de nitrogénio (Aoyama & Nozawa,

1993: Somani; 1988), o que poderia explicar a baixa disponibilidade de

nitrogénio mineral no dia da semeadura do milho em ambos os sistemas de

manejo.
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Figura 1. Nitrogénio mineral total do solo (NHs + NO; + NO) nos sistemas
plantio direto (SPD) e convencional (SC). Médias seguidas por letras
distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 5%. Letras
maiusculas comparam sistemas de manejo dentro de cada época, e
letras minusculas comparam épocas dentro de cada sistema de

manejo.
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Na segunda avaliagéo, 46 dias ap6s a semeadura e 21 dias apds a
aplicagdo da primeira dose de nitrogénio, observou-se um aumento do
nitrogénio mineral no sistema convencional em relagédo a primeira avaliagao.
No sistema plantio direto, o nitrogénio mineral permaneceu estével, tendo sido
significativamente mais baixo do que no sistema convencional. Baixos teores
de nitrogénio mineral tém sido relatados em solos sob plantio direto e
atribuidos a fatores como a volatilizacdo de N-uréia (Lara Cabezas et al.,
1997b), a maior lixiviagdo de nitratos (Meisinger et al., 1985) ou a maior
imobilizagéo microbiana (Carefoot et al., 1990; Carter & Rennie, 1984; Kitur et
al., 1984, Salet, 1994).

A volatilizacdo de N-uréia possivelmente tenha sido semelhante, na
medida em que esta foi aplicada do mesmo modo - a lango, sem incorporagao
do fertilizante e com irrigacdo imediatamente apos - nos dois sistemas. No
entanto, a ocorréncia de uma maior atividade de urease no sistema plantio
direto pode resultar em uma volatilizagdo mais intensa de N-uréia (Malhi et al.,
2001). A lixiviagdo também poderia ter ocorrido em fungao de chuvas intensas
ocorridas alguns dias antes da coleta do solo (Apéndice 25) e poderia ter sido
maior no sistema plantio direto em fungéo de caracteristicas de porosidade do
solo (Meisinger et al., 1985). A imobilizag&o microbiana de nitrogénio também
poderia ter sido maior no sistema plantio direto, possivelmente devido & maior
quantidade de substratos organicos nesse sistema (Doran et al., 1998). No
sistema plantio direto, os residuos vegetais permanecem na superficie do solo,
enquanto que, no sistema convencional, estes sdo incorporados
uniformemente ao longo da camada aravel. Assim, ha naturalmente menos

residuos na superficie do solo no sistema convencional. Além disso, a



45
incorporac@o do residuo acelera a sua degradacéo (Douglas Jr. et al., 1980;
Parker, 1962). Na segunda avaliagdo, 56 dias apdés a incorporag@o dos
residuos, grande parte deles ja teria sido degradada no sistema convencional,
resultando em menor biomassa microbiana e menor imobilizagéo de N.

Na terceira avaliagao, 62 dias apés a semeadura do milho e 13 dias
apds a aplicagdo da segunda dose de nitrogénio, verificou-se um aumento no
nitrogénio mineral nos dois sistemas, em relagdo a avaliagéo anterior. Este foi
0 Unico periodo de avaliagdo em que a quantidade de nitrogénio foi
significativamente maior no sistema plantio direto em comparacao com as
avaliacoes anteriores. No entanto, a quantidade foi novamente menor do que a
verificada no sistema convencional. As quantidades elevadas de nitrogénio
mineral deveram-se a aplicacéo de 120 kg N ha™'. Nesta avaliacdo, néo teria
havido imobilizacdo ou perda do nitrogénio aplicado, ou estas teriam sido
menos intensas em relacdo as avaliacbes anteriores, mesmo no sistema
plantio direto, devido & dose maior do fertilizante. Porém, no sistema plantio
direto, aparentemente, ainda n&o teria havido a liberagdo do nitrogénio
imobilizado anteriormente, uma vez que a quantidade de nitrogénio mineral foi
menor neste sistema.

Aos 88 e aos 112 dias, houve uma diminui¢do no nitrogénio mineral
do solo, em comparacéo com o verificado aos 62 dias. As quantidades de
nitrogénio mineral voltaram para niveis semelhantes aos verificados aos 46
dias, indicando que o fertilizante aplicado ja havia sido utilizado pela cultura do
milho ou havia sido perdido. A redugdo na quantidade de nitrogénio mineral foi

mais acentuada no sistema plantio direto, o que poderia indicar maiores
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perdas do nutriente, maior absorgdo pela cultura do milho ou uma maior

imobilizacdo microbiana mesmo no final do ciclo do milho.

5.2. Nitrogénio absorvido pela cultura do milho

O teor de nitrogénio total na parte aérea das plantas de milho foi
influenciado pelos sistemas de manejo apenas na primeira avaliacéo desta
variavel, realizada aos 46 dias apos a semeadura (Figura 2). Nesta avaliacao,
o teor de nitrogénio no tecido vegetal foi menor no sistema plantio direto. O
menor teor de nitrogénio na parte aérea parece estar associado a baixa
disponibilidade de nitrogénio mineral verificada no sistema plantio direto nesta

ocasido, tal como discutido anteriormente.
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Figura 2. Teor de nitrogénio total na parte aérea de plantas de milho nos
sistemas plantio direto (SPD) e convencional (SC). Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 5%.
Letras mailsculas comparam sistemas de manejo dentro de cada
época, e letras minUsculas comparam épocas dentro de cada
sistema de manejo.
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O teor de nitrogénio total na parte aérea de plantas de milho
decresceu ao longo do tempo nos dois sistemas, embora tenha sido mais
estavel no plantio direto. Resultados semelhantes foram obtidos por Diekow
(2000). A queda na concentragédo de nitrogénio no tecido vegetal na medida
em que a planta se desenvolve € atribuida a diminuicdo da velocidade de
absorcdo do nutriente com o envelhecimento da planta (Schenk, 1996). Esta
pode ser devida & menor capacidade de absor¢do de raizes velhas ou, mais
provavelmente, & demanda crescente de nitrogénio que deve ser suprida por
unidade de raiz. Com isto, a taxa de acumulo de carboidratos € maior do que a
taxa de acumulo de nitrogénio, diluindo este nutriente no tecido vegetal (Olson
& Kurtz, 1982).

Com relacdo a produgdo de massa seca da parte aérea das plantas
de milho, ndo houve interacéo significativa entre as épocas de amostragem e
os sistemas de manejo (Apéndices 5, 6 e 7). Constatou-se apenas um aumento
no acumulo de massa seca ao longo do ciclo do milho. O acumulo de massa
seca foi, na média das quatro avaliagdes, maior no sistema plantio direto. No
entanto, dentro de cada época, ndo houve diferenga entre os dois sistemas de
manejo.

Quando os resultados foram convertidos para kg N ha™, verificou-se
que as quantidades de nitrogénio total na parte aérea das plantas de milho, ao
longo do periodo de avaliagéo, diferiram significativamente entre os sistemas
de manejo aos 62 e aos 112 dias apos a semeadura do milho (Figura 3). Tal
como constatado em relacdo & massa seca, a quantidade de nitrogénio
acumulado na parte aérea das plantas aumentou significativamente ao longo

do ciclo do milho.
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Figura 3. Quantidade de nitrogénio total acumulado na parte aérea de plantas
de milho nos sistemas plantio direto (SPD) e convencional (SC).

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de

Duncan, a 5%. Letras maiusculas comparam sistemas de manejo

dentro de cada época, e letras minusculas comparam épocas dentro

de cada sistema de manejo.

Aos 62 dias apds a semeadura, o nitrogénio acumulado na parte
aérea do milho foi significativamente maior no sistema plantio direto. A massa
seca acumulada, embora nao tenha diferido estatisticamente, foi maior
naquele sistema. A concentracdo de N no tecido vegetal também nao diferiu
estatisticamente entre os dois sistemas, mas também foi, em média, maior no
sistema plantio direto. A combinagdo destas duas variaveis resultou em maior
acumulo de nitrogénio no tecido vegetal no sistema plantio direto. Este maior
acumulo de nitrogénio nas plantas de milho, nesta avaliagcdo, coincidiu com o0s
maiores teores de nitrogénio mineral no solo sob plantio direto, em

comparagdo com as demais avaliagcbes. De acordo com Schenk (1996), a

absorcdo de nitrogénio € dependente da concentragdo do nutriente junto a
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superficie da raiz, de modo que o teor elevado de nitrogénio no solo, apos a
aplicacdo da segunda dose de nitrogénio, favoreceu a absor¢éo de nitrogénio
pela cultura do milho. No entanto, outros fatores devem ter contribuido para o
maior acumulo de nitrogénio pelas plantas no sistema plantio direto, pois os
teores de nitrogénio mineral foram ainda mais elevados no sistema
convencional. Fatores tais como a melhoria de condi¢des fisicas e quimicas do
solo podem resultar em maior produtividade e maior absor¢cao de N pelo milho
no sistema plantio direto (Fernandes et al., 1999). Neste sentido, destaca-se a
maior conservagao de agua neste sistema, a qual possibilita uma maior taxa
de transpiracdo, determinando um maior fluxo de nitratos em direcdo a
superficie das raizes (Salet, 1994).

Aos 88 dias apds a semeadura, as quantidades de nitrogénio na
parte aérea do milho ndo diferiram estatisticamente. Ja aos 112 dias, o sistema
convencional apresentou uma quantidade significativamente maior de
nitrogénio acumulado no tecido vegetal. Nestas duas ultimas avaliagbes as
quantidades de nitrogénio mineral foram menores no solo sob sistema plantio
direto em comparagdo com 0 sistema convencional e em comparagcao com a
quantidade observada aos 62 dias no proprio sistema plantio direto, o que
justifica a diminuicdo na absor¢do de nitrogénio nesse sistema. A menor
absorcao de nitrogénio em plantio direto tem sido observada por autores como
Amado et al. (2000) e Kitur et al. (1984). Os primeiros autores verificaram uma
menor absor¢éo de nitrogénio por plantas de milho no sistema plantio direto,
em comparagdo com o convencional, independentemente da dose de
nitrogénio aplicada. Por outro lado, Kitur et al. (1984) verificaram menor

absorcdo no sistema plantio direto apenas com as doses mais baixas de



50
adubagéo nitrogenada. Com uma dose de 168 kg N ha™', ndo houve diferenca
entre os dois sistemas. Ja Freitas et al. (1996), trabalhando com doses de
nitrogénio entre 0 e 120 kg ha™, verificaram uma tendéncia de menor absorgéo
do nutriente pelas plantas de milho no sistema plantio direto, porém os valores
nao diferiram significativamente, a exemplo do verificado no presente
experimento aos 46 e 88 dias. A menor quantidade de nitrogénio acumulado
na parte aérea das plantas descarta a possibilidade de que uma maior
absorcao de nitrogénio pela cultura do milho tenha levado a diminuigdo dos

teores de nitrogénio mineral no sistema plantio direto aos 88 e 112 dias.

5.3. Nitrogénio e carbono potencialmente mineralizaveis

Os sistemas de manejo modificaram significativamente as
quantidades de nitrogénio potencialmente mineralizavel na camada de 0-5 cm
de solo. No sistema plantio direto, a quantidade de nitrogénio mineralizada ao
longo de 112 dias de incubagédo foi mais do que o dobro da quantidade
mineralizada no sistema convencional (Figura 4). O aumento do nitrogénio
organico total e do nitrogénio potencialmente mineralizavel em solo sob plantio
direto tem sido reportado por autores como Carter & Rennie (1982), Doran et
al. (1998) e Follett & Schimel (1989). Fatores tais como o acumulo de residuos
vegetais junto a superficie do solo (Hu et al,, 1995), o controle da erosao
(Bayer & Bertol, 1999) e a protecédo fisica da matéria organica em complexos
organominerais (Kristensen et al., 2000) possibilitam este aumento.

A matéria organica do solo constitui-se na maior reserva de
nitrogénio organico no solo, € a sua mineralizagdo supre quantidades

substanciais deste nutriente durante o ciclo das culturas (Mengel, 1996).
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Grande parte deste nitrogénio encontra-se em formas recalcitrantes,
associadas aos acidos humicos e fulvicos, apresentando taxas reduzidas de
mineralizacdo, enquanto as fracées mais |&beis, representadas principalmente
por compostos aminados, sdo mineralizadas mais rapidamente, constituindo-
se no nitrogénio potencialmente mineralizavel (Camargo et al., 1997; Mengel,
1996). O aumento da quantidade de nitrogénio potencialmente mineralizavel
significa uma maior capacidade do solo em suprir este nutriente (Drinkwater et
al., 1996). E significa também uma maior conservagéo do nitrogénio no
sistema solo (House et al., 1984). A sua manutencdo em formas organicas
impede, ou ao menos minimiza, a ocorréncia de perdas de nitrogénio por

lixiviagao ou desnitrificagao.

75+ a

o

i =

m 601.

=

3

= .

s

s 41

@

£

= b
£ 304

@

E

L

E -

g 154

o

n .

=

O L ] L
SPD scC

Figura 4. Nitrogénio potencialmente mineralizavel do solo nos sistemas plantio
direto (SPD) e convencional (SC). Valores seguidos por letras
distintas diferem entre si, pelo teste F, ao nivel de 5%.

A maior quantidade de carbono potencialmente mineralizavel

verificada no sistema plantio direto (Figura 5) da suporte a essa idéia. De
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acordo com Follett & Schimel (1989), o sistema convencional apresenta uma
menor capacidade de imobilizacdo e conservacéo de nitrogénio no sistema
solo em fungdo de uma quantidade mais limitada de carbono disponivel para a
microbiota. O nivel mais elevado de carbono disponivel para microbiota no
sistema plantio direto possibilitaria uma maior imobilizac&o do nitrogénio, bem
como o seu acumulo gradual em formas organicas, aumentando a capacidade

de suprimento deste nutriente ao longo do tempo.
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Figura 5. Carbono potencialmente mineralizavel do solo nos sistemas plantio
direto (SPD) e convencional (SC). Valores seguidos por letras
distintas diferem entre si, pelo teste F, ao nivel de 5%.

Foi verificada ainda uma menor relagéo entre C e N potencialmente
mineralizaveis no sistema plantio direto. Esta relacéo foi de 4,87 no sistema
plantio direto, contra 6,33 no sistema convencional. Estes resultados poderiam

indicar a presenca de compostos mais humificados ou o enriguecimento em
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nitrogénio da matéria orgénica labil no solo sob plantio direto. A relagéo C:N
mais baixa de um composto organico pode ser devida ao estado de
humificagdo mais avangado ou @ sua composigéo originalmente mais rica em
N. Kristensen et al. (2000) encontraram uma relagédo C:N mais elevada na
matéria organica total do solo sob plantio direto, atribuindo o fato a presenca
de compostos em estado menos avangado de humificaggo. Por outro lado,
Calderdn et al. (2001) afirmam que compostos com baixa relacdo C:N podem
estar protegidos em agregados no sistema plantio direto, sendo,
eventualmente mineralizados. Por sua vez, Kanchikerimath & Singh (2001)
relacionaram a diminuicdo da relacdo C:N da frag&o labil da matéria organica
ao aumento da fertilidade do solo. No presente trabalho, as melhorias nas
condicdes quimicas do solo sob plantio direto, verificadas neste experimento
(Bayer, 1996), podem ter levado ao enriquecimento em nitrogénio na matéria

organica potencialmente mineralizavel.

5.4. Atividade potencial de urease

Foi verificado um efeito dos sistemas de manejo sobre a atividade
potencial de urease, o qual foi dependente da época de avaliagao (Figura 6).
O sistema plantio direto apresentou uma atividade de urease superior ao
convencional no dia da semeadura do milho e 112 dias apds. Aos 62 dias apos
a semeadura, ocorreu o inverso: a atividade foi superior no sistema
convencional. Nas demais avaliacbes, ndo houve diferenca significativa entre

os dois sistemas em relacéo a atividade potencial de urease.
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Figura 6. Atividade potencial de urease nos sistemas plantio direto (SPD) e
convencional (SC). Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si, pelo teste de Duncan, a 5%. Letras maiusculas comparam
sistemas de manejo dentro de cada época, e letras minusculas
comparam épocas dentro de cada sistema de manejo.

A atividade de urease apresentou uma menor oscilagido no sistema
plantio direto, tendo sido 33 mg NH," kg" h" na média das cinco avaliagdes. A
média do sistema convencional ndo diferiu significativamente deste valor. No
entanto, a atividade potencial de urease apresentou uma oscilagao muito maior
neste sistema, variando de 13 a 70 mg NH," kg™ h™.

A maior atividade de urease constatada no sistema plantio direto
antes da aplicacéo da primeira dose de uréia poderia ter resultado em maiores
perdas de nitrogénio por volatilizagdo quando da aplicagéo do fertilizante
(Barreto & Westerman, 1989; Malhi et al., 2001). Porém, apds a aplicagao da
primeira dose de uréia, a atividade de urease nao diferiu estatisticamente entre

os dois sistemas e foi maior no sistema convencional apds a aplicagao da

segunda dose. Em todas estas ocasides, a excegéo do dia da semeadura do
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milho, a quantidade de nitrogénio mineral no solo foi significativamente menor
no sistema plantio direto, independentemente da atividade de urease. Assim,
as perdas de uréia por volatilizagdo ndo devem ter diferido nos dois sistemas.
Lara Cabezas et al. (1997b) ndo observaram diferengas entre os sistemas
plantio direto e convencional quanto a volatilizacdo de N-NH; proveniente da
aplicacdo de uréia. A volatilizagdo foi influenciada apenas pelo modo de
aplicacéo, tendo sido maior quando da aplicacdo a lango em comparagao com
a incorporacao da uréia. No presente trabalho, a uréia foi aplicada a lango com
uma irrigacdo subsequente, nos dois sistemas, possivelmente apresentando
perdas por volatilizacdo elevadas, mas semelhantes. A atividade de urease
pode ter contribuido mais para a mineralizagdo de compostos nitrogenados
heterociclicos (Monreal et al., 1998) do que para a volatilizagdo de N-NHs.

Aos 62 dias apds a semeadura do milho, foi verificada no sistema
convencional a maior atividade potencial de urease. O aumento na
concentracdo do substrato deve ter estimulado a atividade enzimatica mais
intensamente no sistema convencional, possivelmente em decorréncia de
mudancas na composicao da comunidade microbiana. Nas demais avaliagoes,
a maior quantidade de nitrogénio mineral, sobretudo NH,", que é o produto
final da reacdo da urease, pode ter inibido a atividade da enzima no sistema
convencional (Bandick & Dick, 1999), uma vez que a atividade foi inferior ou no
méaximo equivalente a verificada no sistema plantio direto.

A atividade potencial de urease foi maior no sistema plantio direto
em duas avaliagcbes. No sistema plantio direto, o aumento da atividade
enzimatica de um modo geral, e da atividade de urease em particular, tem sido

atribuido ao aumento da matéria organica do solo (Dick, 1984; Doran, 1980;
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Klose & Tabatabai, 1999). A matéria organica influencia a atividade enzimatica
na medida em que favorece a atividade microbiana (Alvarez et al., 1995;
Vargas & Scholles, 2000) e em que estabiliza algumas enzimas como a urease
em complexos com argilominerais do solo (Klose & Tabatabai, 1999). A
atividade potencial de urease e o nitrogénio potencialmente mineralizavel
verificados no sistema plantio direto sugerem que a quantidade de nitrogénio
mineralizada ao longo do ciclo do milho pode n&o ter sido inferior neste
sistema em comparagdo com o convencional. Neste caso, a menor absorcao
de nitrogénio pela cultura do milho ao final do seu ciclo e a menor quantidade
de nitrogénio mineral no solo ndo seriam devidas a uma menor atividade
microbiana e a uma conseguente menor quantidade de nitrogénio

mineralizada.

5.5. Nitrogénio imobilizado pela biomassa microbiana

A quantidade de nitrogénio imobilizado na biomassa microbiana foi
afetada significativamente pelos sistemas de manejo (Figura 7). O nitrogénio
microbiano foi maior no sistema plantio direto em todas as avaliagdes, com
excecdo da Ultima, realizada 112 dias apos a semeadura da cultura do milho.
Nesta Gltima avaliagdo, embora a quantidade de nitrogénio imobilizado tenha
sido maior no sistema plantio direto, esta nao diferiu significativamente da
quantidade observada no sistema convencional.

Na primeira avaliacdo o nitrogénio da biomassa microbiana foi maior
no sistema plantio direto, coincidindo com a baixa quantidade de nitrogénio
mineral no solo. No entanto, a quantidade de nitrogénio mineral foi igualmente

baixa no sistema convencional, embora a quantidade de nitrogénio imobilizado

e
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na biomassa microbiana tenha sido menor neste sistema. Este resultado
sugere que a quantidade de nitrogénio disponivel foi limitante para a

comunidade microbiana no sistema convencional.
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Figura 7. Nitrogénio da biomassa microbiana do solo nos sistemas plantio
direto (SPD) e convencional (SC). Médias seguidas por letras
distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 5%. Letras
maitisculas comparam sistemas de manejo dentro de cada época, e
letras minusculas comparam épocas dentro de cada sistema de
manejo.

Na segunda avaliagdo, houve uma relagao inversa entre as
quantidades de nitrogénio da biomassa microbiana e as de nitrogénio mineral
no solo. No sistema plantio direto, foram verificadas uma maior quantidade de
nitrogénio na biomassa microbiana e uma menor quantidade de nitrogénio
mineral no solo, ocorrendo o contrario no sistema convencional. Ainda nesta
avaliagdo, observou-se um aumento de nitrogénio na biomassa microbiana,
tanto no sistema plantio direto como no sistema convencional, em relagéo a

primeira avaliagdo, o que explicaria a baixa disponibilidade de nitrogénio

mineral apds a aplicagdo da primeira dose de fertilizante nitrogenado,
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especialmente no sistema plantio direto. Estes resultados indicam que os
baixos teores de nitrogénio mineral estdo associados com a imobilizacéo
microbiana, decorrente da disponibilidade de residuos de aveia preta, como
sugerido anteriormente.

De acordo com White et al. (1988), o processo de imobilizacéo
predomina sobre o de mineralizacdo durante a decomposi¢cdo de residuos
deficientes em nitrogénio, ou seja, aqueles residuos com a relagdo C:N maior
do que a relagéo C:N critica. Tal relagdo critica é definida como a relagao C:N
da biomassa microbiana dividida por sua eficiéncia de assimilacéo e,
normalmente, situa-se entre 20 e 30 (Douglas Jr. et al., 1980).

Os residuos de aveia preta possuiam uma relacdo C:N inicial
elevada, em torno de 60. Assim, ao utilizar este residuo como fonte de carbono
e de energia, a biomassa microbiana usaria tanto o nitrogénio organico
presente no residuo como o nitrogénio mineral presente no solo (Aoyama &
Nozawa, 1993). A imobilizacdo microbiana do fertilizante ocorreu nos dois
sistemas de manejo, na medida em que a quantidade de nitrogénio microbiano
foi maior aos 46 dias apés a semeadura do milho, em comparagao com a
primeira avaliacdo. Porém, no sistema convencional a imobilizacao foi menor,
refletindo-se na maior quantidade de nitrogénio mineral no solo. Pode-se
inferir, portanto, que antes da aplicacdo da primeira dose de uréia, a
decomposicdo dos residuos estava sendo limitada pela disponibilidade de
nitrogénio. Pode-se inferir ainda que, apos a aplicagéo da uréia, esta limitacao
persistiu no sistema plantio direto e que, no sistema convencional, ao
contrario, a imobilizacdo microbiana estaria sendo limitada pela disponibilidade

de carbono. Mary et al. (1996) afirmam que a disponibilidade de nitrogénio
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pode limitar a degradacdo de residuos pela microbiota. De acordo com os
autores, em niveis baixos de nitrogénio mineral, a taxa de mineralizacdo de
carbono é reduzida, aumentando em niveis nao limitantes. Ja no sistema
convencional, ha uma menor disponibilidade de residuos vegetais e de matéria
organica na camada superficial do solo. A aplicagao do nitrogénio tornaria este
um sistema deficiente em carbono, com nitrogénio em excesso para a
microbiota e no qual predominaria o processo de mineralizacdo (White et al.,
1988), ao contrario do verificado no sistema plantio direto.

A aplicacdo da segunda dose de fertilizante nitrogenado n&o levou a
um aumento de imobilizacdo no sistema plantio direto, como na segunda
avaliagdo. Ao contrario, houve uma redug&o na imobilizac&o, que se refletiu no
aumento de nitrogénio mineral no solo. Pode-se afirmar que a disponibilidade
de nitrogénio mineral ndo foi limitante para a microbiota nesta avaliacao. A
mineralizacdo de carbono e a imobilizacdo de nitrogénio aumentam com a
adicao de fertilizante nitrogenado apenas até atingir uma taxa maxima (Mary et
al.,, 1996). Quando a quantidade de nitrogénio nao limita a degradagé&o do
residuo, a imobilizacdo permanece constante, n&o havendo um consumo
excessivo do nutriente na medida em que aumenta a sua disponibilidade. Na
terceira avaliacdo, observou-se ainda um aumento na imobilizagcao no sistema
convencional, o qual poderia estar associado ao crescimento das populagdes
ja existentes ou a uma mudanc¢a na estrutura da comunidade microbiana em
funcdo da adubacdo nitrogenada. Ainda assim, porém, o nitrogénio na
biomassa microbiana no sistema convencional foi menor do que no sistema
plantio direto. Este fato, associado a maior quantidade de nitrogénio mineral e

a menor absorcdo do nutriente no sistema convencional aos 62 dias apos a
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semeadura do milho, indicam que o nitrogénio mineral esteve mais sujeito a
perdas neste sistema, sobretudo por lixiviaggdo. No sistema plantio direto, ao
contrario, o nitrogénio permanece em formas organicas (Doran et al., 1998),
levando a uma conservacdo mais eficiente do nutriente no sistema solo
(Fernandes et al., 1999; Follett & Schimel, 1989).

Aos 88 dias apds a semeadura do milho, houve uma diminuigao no
nitrogénio da biomassa microbiana, a qual foi mais acentuada no sistema
convencional. O decréscimo na quantidade de nitrogénio imobilizado pode
estar associado a fatores ambientais, sobretudo variagcbes de temperatura e
umidade, comuns no sistema convencional (Salton & Mielniczuk, 1985). Esta
idéia & reforcada pelo fato de terem sido verificados os menores valores de
umidade gravimétrica no solo, nesta avaliagdo, em ambos os sistemas
(Apéndice 24). A umidade gravimétrica foi especialmente baixa no sistema
convencional, justificando a queda acentuada de nitrogénio da biomassa
microbiana neste sistema.

A diminuicdo do nitrogénio na biomassa microbiana aos 88 dias
apos a semeadura do milho poderia representar a liberacdo do nitrogénio
anteriormente imobilizado, no processo conhecido como remineralizacao,
resultante do esgotamento de fontes de carbono e da morte de parte dos
microrganismos, até mesmo pelo ressecamento do solo, como discutido
anteriormente. No entanto, aos 112 dias, a quantidade de nitrogénio
imobilizado tornou a aumentar. Até os 112 dias apds a semeadura do milho,
uma grande quantidade de nitrogénio permaneceu imobilizada no sistema
plantio direto, acompanhada de uma baixa disponibilidade de nitrogénio

mineral. Ndo houve, portanto, uma remineralizacéo consideravel, como
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indicavam os resultados obtidos por Bonde et al. (1988) e Marumoto (1984). A
ndo ocorréncia de remineralizagéo contraria a segunda hipotese do presente
trabalho e inviabiliza a aplicacdo do nitrogénio em pré-semeadura como
alternativa de manejo, pratica sugerida por Diekow (2000).

No sistema convencional o aumento do nitrogénio na biomassa
microbiana ndo foi acompanhado do decréscimo de nitrogénio mineral. De
acordo com Appel (1998), a remineralizagdo néo € o processo predominante
ap6s um ciclo de secamento/umedecimento do solo. Segundo este autor, as
flutuacdes na quantidade de nitrogénio imobilizado na biomassa microbiana
ndo sdo suficientes para explicar a mineralizacao ao longo do ciclo de uma
cultura apenas por meio do decréscimo da quantidade de nitrogénio
imobilizado. Assim, a principal fonte de nitrogénio potencialmente
mineralizavel seria o nitrogénio labil, excluindo-se a biomassa microbiana.
Esta matéria organica labil seria mais suscetivel ao ataque microbiano apos o
ciclo de secamento/umedecimento do solo, o que poderia explicar o aumento
simultdneo do nitrogénio na biomassa microbiana e do nitrogénio mineral
verificado no solo sob sistema convencional. Mais do que fonte de nitrogénio
potencialmente mineralizavel, a biomassa microbiana pode ter contribuido para
a cultura do milho por meio da mineralizagdo de nitrogénio orgéanico do solo,

tanto no sistema convencional como no plantio direto.

5.6. Composicao da comunidade microbiana
5.6.1. Relagoes entre constituintes da biomassa microbiana
As alteracdes na comunidade microbiana ao longo do ciclo do milho

foram estimadas por meio de relagdes entre os constituintes da biomassa
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microbiana (Tabela 1). As relagdes entre carbono e nitrogénio (C:N) e,
principalmente, entre carbono e carboidratos (C:CHO) da biomassa microbiana
mostraram-se sensiveis aos sistemas de manejo. Ja a relac&o entre carbono e
nitrogénio reativo com ninhidrina (C:N-Nin) apresentou um coeficiente de
'variar;éo mais elevado (Apéndice 16) e nao foi afetada pelos sistemas de
manejo, tendo apresentado diferencas significativas apenas entre as medias
das épocas de avaliacéo.
Tabela 1. Carbono da biomassa microbiana e relagbes entre carbono e
nitrogénio reativo com ninhidrina (C:N-Nin), carbono e nitrogénio

(C:N) e carbono e carboidratos (C:CHO) da biomassa microbiana do
solo nos sistemas plantio direto (SPD) e convencional (SC).

Dias apés C C:N-Nin ' C:N C:CHO
Semeadura SPD SC SPD SC SPD SC
kg ha™

0 324 Aa 154 Ba 535a 9,7Aa 109Aa 21,1Aa 11,9Bb
46 308 Aa 166 Ba 224c 73Ab 78Ab 94Ac 66Ac
62 257 Ab 194 Ba 256bc 72Ab 78Ab 144Bb 203Aa
88 192 Ac 96 Bb 379b 65Ab 68Ab 88Ac 4,1Bc
i) 250 Ab 104 Bb 394b 7,7Aab 36Bc 12,1 Abc_ 7,0Bc

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 5%.
Letras maitisculas comparam sistemas de manejo dentro de cada época, e letras
minusculas comparam épocas dentro de cada sistema de manejo.

'Média dos dois sistemas de manejo.

A relacdo C:N-Nin apresentou flutuagdes ao longo do ciclo do milho,
as quais foram independentes dos sistemas de manejo. A relagdo C:N-Nin foi
mais elevada no dia da semeadura do milho, decrescendo apés a aplicagéo do
fertilizante nitrogenado. Ao final do ciclo do milho, a relagdo C:N-Nin tornou a
aumentar,mas foi inferior a inicial. Segundo Joergensen (1996), a relagédo C:N-
Nin ¢ afetada pela quantidade de NH," extraivel na biomassa microbiana, mais
do que pelo uso do solo. O autor encontrou uma variacdo muito grande da

proporcdo de NH,” na biomassa microbiana, entre 0,1 e 79,6 %, com uma
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média de 24,1 % do nitrogénio reativo com ninhidrina. Camargo et al. (1999),
por outro lado, verificaram uma proporgéo praticamente uniforme. Poréem, a
média de 67 % obtida por estes autores € muito superior aquela obtida por
Joergensen (1996). As causas da grande variabilidade na proporgdo de NH,
no nitrogénio reativo com ninhidrina e da relagdo C:N-Nin podem ser devidas a
diferencas na composi¢éo da comunidade microbiana (Joergensen 1996; Ocio
& Brookes, 1990). Assim, o decréscimo na relagdo C:N-Nin, ocorrido aos 46 e
aos 88 dias apos a semeadura do milho, seria decorrente de alteragbes na
estrutura da comunidade microbiana induzidas pela adubagao nitrogenada. A
partir deste decréscimo na relagdo C:N-Nin da biomassa microbiana, podemos
inferir que a adubagdo nitrogenada estimulou a populagdo bacteriana,
aumentando a sua proporcdo em comparagdo com a populacdo fungica,
independentemente do sistema de manejo. Por sua vez, as relagbes C:N-Nin
mais elevadas, ocorridas no dia da semeadura do milho e 88 e 112 dias apos,
devem estar relacionadas com a menor disponibilidade de nitrogénio para a
comunidade microbiana e com o aumento da proporcdo de fungos na
biomassa microbiana (Joergensen et al., 1995).
O carbono da biomassa microbiana apresentou um comportamento
distinto daquele verificado para o nitrogénio. Ao contrario do nitrogénio, o
carbono da biomassa microbiana néo foi afetado pela adubag&o nitrogenada.
Este resultado esta de acordo com Salinas-Garcia et al. (1997), que afirmam
que a adubag&o nitrogenada tem pouca influéncia sobre o carbono da
biomassa microbiana, o qual é usualmente limitado pela disponibilidade de
carbono orgénico no solo. As maiores quantidades de carbono microbiano

foram verificadas no sistema plantio direto, o qual superou o sistema
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convencional em todas as cinco avaliagées €, no inicio do ciclo do milho, em
ambos sistemas. O carbono da biomassa microbiana decresceu 62 dias apos a
semeadura do milho, no sistema plantio direto, e 88 dias, no sistema
convencional. A exemplo do verificado em relag&o ao nitrogénio da biomassa
microbiana, o carbono decresceu acentuadamente na quarta avaliagao,
confirmando o efeito negativo da baixa umidade do solo sobre a biomassa
microbiana, conforme discutido anteriormente. Porém, na quinta avaliagéo, o
carbono da biomassa microbiana aumentou apenas no sistema plantio direto,
permanecendo inalterado no sistema convencional. Ao contrario, portanto, do
ocorrido com o nitrogénio da biomassa microbiana, o qual havia aumentado de
modo semelhante em ambos sistemas.

As diferencas no comportamento do carbono e do nitrogénio
resultaram em alteragdes na relagéo C:N da biomassa microbiana ao longo do
ciclo do milho. A relagdo C:N da biomassa microbiana parece ter sido pouco
influenciada pelo manejo do solo, uma vez que apenas aos 112 dias apos a
semeadura do milho houve uma diferenga significativa entre os sistemas
plantio direto e convencional. No dia da semeadura do milho, foram
observados os maiores valores para a relagédo C:N da biomassa microbiana
em ambos sistemas. Naquele momento, a relacéo C:N elevada coincidiu com a
presenca de uma grande quantidade de residuos de aveia preta no solo. A
relacgo C:N da biomassa microbiana, geralmente, apresenta uma
correspondéncia com a relagdo C:N dos residuos orgénicos adicionados ao
solo (Gunapala & Scow, 1998). A presenca de residuos de aveia preta, com
relacdo C:N elevada, antes do aporte da adubacéo nitrogenada, resultou em

um sistema rico em carbono e deficiente em nitrogénio. O aumento da relag&o
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C:N da biomassa microbiana é uma resposta da comunidade microbiana a
baixa disponibilidade de nitrogénio (Ocio & Brookes, 1990; Salinas-Garcia et
al.,, 1997) e a qualidade do residuo presente no solo. Palhas de cereais sao
decompostas principalmente por fungos (Broder & Wagner, 1988; Mary et al.,
1996), os quais apresentam uma relacao C:N mais elevada do que bactérias e
actinomicetos (Campbell et al., 1991; Garcia & Rice, 1994; Wheatley et al,
1990). Allison & Killham (1988) verificaram um aumento da relacdo C:N da
biomassa microbiana apods a incorporacao de palha de cevada, acompanhado
do aumento da taxa de respiracdo da populacéo fungica e do aumento da
biomassa fungica, creditado em grande parte a proliferagdo dos fungos
celuloliticos. Assim, a relagdo C:N da biomassa microbiana verificada no dia
da semeadura do milho resultaria da predominancia da populacdo fungica
naquele momento.

Apbs a aplicagdo da primeira dose do fertilizante nitrogenado
ocorreu um decréscimo significativo na relacdo C:N da biomassa microbiana
nos dois sistemas, permanecendo inalterada até os 88 dias apds a semeadura
do milho. A mudanca na relagdo C:N da biomassa microbiana pode ser o
resultado de modificacbes na sucessao microbiana ou de adaptagbes no
conteldo interno de fungos (Mary et al., 1996). Tal mudanga é frequentemente
associada com a disponibilidade de nitrogénio. Normalmente s&o encontradas
relacées C:N baixas em solos com alta disponibilidade de nitrogénio (Mary et
al., 1996; Salinas-Garcia et al, 1997). Embora alguns individuos ou
populacdes possam ajustar a sua relagéo C:N a relagdo C:N do substrato, €
pouco provavel que toda a comunidade microbiana apresente este

comportamento (Wheatley et al., 1990). O mais provavel € que a diminui¢ao da
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relagdo C:N tenha ocorrido em fungdo do aumento da populacdo bacteriana
em resposta ao aumento da disponibilidade de nitrogénio apds as aplicagbes
de uréia (Garcia & Rice, 1994). Esta diminuicdo da relacdo C:N da biomassa
microbiana coincide com a diminuicdo da sua relagao C:N-Nin aos 46 e aos 62
dias apds a semeadura do milho, reforcando a idéia do aumento da populagéo
bacteriana.

A ocorréncia de uma relacdo C:N menor significa um potencial de
imobilizacdo de nitrogénio maior, na medida em que a microbiota esta
assimilando mais nitrogénio por unidade de carbono decomposto. A adubacao
nitrogenada resultou em decréscimo na relagdo C:N da biomassa microbiana
e, consequentemente, em maior capacidade de imobilizagao de nitrogénio, a
qual parece estar associada ao predominio da populag&o bacteriana. Porém,
ndo foram verificadas diferencas significativas entre os sistemas de manejo,
confirmando apenas em parte a primeira hipétese deste trabalho. Apenas na
quinta avaliacdo, a relacdo C:N da biomassa microbiana foi significativamente
menor no sistema convencional. Nesta avaliagdo, houve um aumento do
nitrogénio na biomassa microbiana devido, possivelmente, a disponibilizagéo
de nitrogénio organico labil apés um ciclo de secamento/umedecimento do
solo, como discutido anteriormente. Este aumento de nitrogénio microbiano
néo foi acompanhado de um aumento no carbono, sugerindo diferencas entre
a biomassa microbiana existente durante o periodo em que o solo encontrou-
se ressecado, aos 88 dias, e a biomassa microbiana formada apds o
reumedecimento do solo, aos 112 dias ap6s a semeadura do milho. Uma maior

disponibilidade de nitrogénio organico labil poderia ter favorecido a populagéo
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bacteriana apds o reumedecimento do solo, baixando a relagdo C:N da
biomassa microbiana.

Ja a relacdo C:CHO da biomassa microbiana mostrou-se um
parametro sensivel aos manejos, apresentando diferencas significativas entre
os tratamentos em todas as avaliagbes, com excegdo da segunda. A
guantidade de carboidratos variou entre 4,7 e 244 % do carbono total da
biomassa microbiana. Badalucco et al. (1990) observaram valores abaixo de
10 %, considerado o valor médio para culturas microbianas em condigdes
estaveis de crescimento. No entanto, este valor pode variar grandemente,
dependendo das condi¢des nutricionais e das espécies microbianas, podendo
chegar até cerca de 65 % (Chapman & Gray, 1981).

No dia da semeadura do milho, a relacdo C:CHO da biomassa
microbiana foi significativamente mais elevada no sistema plantio direto em
comparacado ao sistema convencional. Nesta ocasido, a relacédo C:CHO do
sistema plantio direto foi a maior observada durante o periodo de avaliagdes. A
relagdo C:CHO do sistema convencional, embora menor, também foi elevada.
Nos dois sistemas de manejo, a proporcao de carboidratos foi baixa. Na
situacdo em que os sistemas se encontravam, com a disponibilidade de
carbono alta e a de nitrogénio baixa, e em que a relacées C:N e C:N-Nin eram
elevadas, seria de se esperar uma maior propor¢ao de carboidratos na
biomassa microbiana. Relacdes C:CHO elevadas estdo relacionadas com
disponibilidades limitadas de carbono, de nitrogénio € com uma menor
presenca de fungos (Joergensen et al., 1996).

Na segunda avaliagdo, a relacdo C:CHO da biomassa microbiana

diminuiu significativamente em ambos sistemas. Este resultado contraria a
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idéia de que a aplicagdo da primeira dose de uréia induziu o aumento da
proporcdo de bactérias na biomassa microbiana, levando a diminuicao das
relacdes C:N-Nin e C:N.

Ao contrario das avaliagbes anteriores, na terceira avaliagdo, a
relacdo C:CHO néao foi conflitante com as relagdes C:N-Nin e C:N. A relacao
C:CHO foi menor no sistema plantio direto, o que indicaria uma biomassa mais
fungica do que no sistema convencional. Poréem, a relagédo C:CHO aumentou
nos dois sistemas em comparacdo com a observada aos 46 dias apos a
semeadura do milho. Isto indicaria um aumento na populagéo bacteriana apds
a aplicacdo da segunda dose de nitrogénio, o que é reforgado pelas baixas
relagcdes C:N-Nin e C:N ocorridas nesta avaliagéo. Este aumento da populagao
bacteriana teria acontecido nos dois sistemas, mas teria sido mais acentuado
no sistema convencional. As relagdes C:N-Nin e C:N poderiam n&o ter sido
suficientemente sensiveis para detectar esta diferenca entre os dois sistemas.

Aos 88 dias apds a semeadura do milho, a relagédo C:CHO tornou a
diminuir nos dois sistemas. Porém, no sistema plantio direto, a relagdo foi
significativamente maior do que no sistema convencional. A relacdo C:CHO
menor indica que houve um aumento da populacdo fungica nesta ocasiéo,
sobretudo no sistema convencional, possivelmente em resposta as condicoes
de umidade do solo. Com a diminuicdo da umidade do solo, a populag&o
fungica é favorecida em relacdo a bacteriana (Gunapala & Scow, 1997;
Orchard & Cook, 1983). A menor umidade do solo, na quarta avaliagdo, pode
ter selecionado comunidades microbianas predominantemente fungicas com
menor relacdo C:CHO, efeito este que foi mais acentuado no sistema

convencional. Na avaliacdo seguinte, a relagdo C:CHO da biomassa
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microbiana seguiu a mesma tendéncia notada aos 88 dias apds a semeadura
do milho. Embora os valores tenham sido maiores do que na avaliagdo
anterior, estes nao diferiram estatisticamente.

Aparentemente as diferencas observadas entre as relagcdes C:N-
Nin, C:N e C:CHO da biomassa microbiana sugerem que esta ultima é a mais
sensivel a mudancas na estrutura das comunidades microbianas, o que esta
de acordo com os resultados obtidos por Joergensen et al. (1996). Os autores
também observaram variagées na relacdo C:CHO que excediam as das
relacdées C:N-Nin e C:N. No entanto, a relacdo C:CHO da biomassa microbiana
pode ndo ser o indicador mais adequado para monitorar alteracdes na
estrutura da comunidade microbiana, pois ndo depende apenas da
predominancia de um ou outro grupo microbiano, mas também do
metabolismo, do estado de nutricdo e da fase de crescimento das células
microbianas (Badalucco et al., 1990; Chapman & Gray, 1981), o que explicaria

alguns resultados inesperados.

5.6.2. Composi¢cao da comunidade microbiana avaliada por

meio da analise do rDNA de fungos e de bactérias

Na Figura 8, encontram-se os fragmentos de 433 pb do 16S rDNA
bacteriano e de 550 pb do 18S rDNA fungico, amplificados por meio de PCR,
nas cinco avaliagdes realizadas ao longo do ciclo do milho. A visualizagao dos
produtos de PCR separados em gel de agarose permite constatar a
especificidade das reacdes. E possivel constatar ainda a existéncia de
flutuacdes nas populagdes bacterianas e fungicas, indicadas pelas variacoes

nas intensidades das bandas.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR de rDNA de
bactérias (linhas 2 a 8) e fungos (linhas 10 a 16) em amostras de
solo sob sistema convencional (linhas 3, 4, 5, 11,12 e 13) e plantio
direto (linhas 6, 7, 8, 14, 15 e 16) no dia da semeadura do milho (A)
e 46 (B), 62 (C), 88 (D) e 112 dias apés (E). Linhas 1, 9 e 17:
marcador de pares de bases (100 pb); linha 2: E. coli; linha 10:
Penicillium.
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A quantificacdo dos produtos de PCR pode ser feita a partir da
eletroforese em gel de agarose, uma vez que a intensidade da banda é
proporcional a quantidade de DNA da amostra (Udeh et al.,, 2000). A
quantidade de DNA no produto de PCR, por sua vez, depende do numero de
sequéncias-alvo de DNA, o qual é proporcional ao numero de células dos
microrganismos que as possuem (Picard et al., 1992). Portanto, variagcées na
quantidade de DNA nas reagdes de PCR refletem variagdes nas populagdes
microbianas.

A partir da quantificacédo do DNA presente nos produtos de PCR, foi
possivel verificar que a populagéo bacteriana foi mais baixa nos dois sistemas
no dia da semeadura do milho (Figura 9). A populagao fungica, ao contrario, foi
elevada naquela avaliacao, tendo sido significativamente maior no sistema
convencional (Figura 10). A quantificacdo dos produtos de PCR confirma o
indicado pelas relagbes C:N e C:N-Nin no dia da semeadura do milho. A
presenca abundante de residuos de aveia preta, ricos em lignina e com
relacdo C:N alta, favoreceram a populagdo fungica em detrimento da
populacdo bacteriana, resultando em uma biomassa microbiana com relagoes
C:N e C:N-Nin elevadas. A decomposicdo de palhas de cereais € feita,
geralmente, por um consorcio de microrganismos que se alternam durante o
processo. Em uma primeira etapa, que dura cerca de sete dias, predominam
bactérias que utilizam substratos solUveis em agua (Hu & van Bruggen, 1997).
Apos predominam fungos que utilizam os polimeros do tecido vegetal a partir
da sua capacidade de sintetizar enzimas hidroliticas (Jensen & Nibroe, 1999).
Nesta segunda etapa, na qual os sistemas se encontravam no dia da

semeadura do milho, ha uma limitagdo na disponibilidade de nitrogénio,
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sobretudo para as bactérias, a partir da disponibilizagédo de carbono dada pela
atividade fungica (Jensen & Nibroe, 1999). Ja a relagdo C:CHO, embora nao
indicasse um predominio de fungos naquele momento, foi suficientemente
sensivel para detectar uma maior populacéo fungica no sistema convencional

em comparagcao com o sistema plantio direto.

ESPD asc

Aa
70 = Aa Aa

Aa Ab

60 + Be Ac

Bb

Produtos de PCR Bactérias (ng de DNA)

46 62 88 2
Dias ap6s a semeadura

Figura 9. Quantidade de DNA nos produtos de PCR de 16S rDNA bacteriano
nos sistemas plantio direto (SPD) e convencional (SC). Médias
seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, a
5%. Letras mailsculas comparam sistemas de manejo dentro de
cada época, e letras minusculas comparam épocas dentro de cada
sistema de manejo.

Apos a aplicacdo da primeira dose de nitrogénio, houve um
crescimento da populagdo bacteriana em relagdo a avaliacdo anterior. Este
crescimento foi mais acentuado no sistema plantio direto. A populacdo fungica,

por sua vez, manteve-se inalterada no sistema plantio direto e decresceu no

sistema convencional, ndo diferindo da encontrada naquele sistema. Estes
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resultados confirmam que a diminuicdo das relacdes C:N e C:N-Nin deveu-se
ao aumento da populagéo bacteriana e ndo a adaptagdes no metabolismo de
fungos em resposta ao aumento da disponibilidade de nitrogénio. A relacao
C:CHO, ao contrario, ndo indicou um aumento da populagdo bacteriana nos

sistemas de manejo.

HSPD asc

Aa
Ab
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Produtos de PCR Fungos (ng de DNA)
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h ]
46 62 88
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112

Figura 10. Quantidade de DNA nos produtos de PCR de 18S rDNA fungico nos
sistemas plantio direto (SPD) e convencional (SC). Meédias seguidas
por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan, a 5%.
Letras maiusculas comparam sistemas de manejo dentro de cada
época, e letras minusculas comparam épocas dentro de cada
sistema de manejo.
Como discutido anteriormente, nesta segunda avaliagao foi

verificado ainda um aumento na imobilizagdo microbiana de nitrogénio em

ambos sistemas, imobilizacdo esta que foi maior no sistema plantio direto.

Estes resultados confirmam a primeira hipétese deste trabalho, na medida em

que a aplicagdo da dose inicial de nitrogénio levou a um aumento da
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imobilizac&o de nitrogénio, associada ao aumento da populagéo bacteriana e a
diminuic&o da relacédo C:N da biomassa microbiana. A imobilizag&o microbiana
de nitrogénio e o crescimento da populacéo bacteriana foram mais acentuados
no sistema plantio direto, embora a relagdo C:N da biomassa microbiana n&o
tenha diferido entre os dois sistemas.

Aos 62 dias apds a semeadura do milho, a populagéo bacteriana
cresceu no sistema convencional, igualando-se a do sistema plantio direto.
Esta, por sua vez, ndo diferiu estatisticamente da observada na avaliagao
anterior. Enquanto a populacéo bacteriana atingiu os valores mais elevados, a
populacéo fungica decresceu acentuadamente. A aplicacéo da segunda dose
do fertilizante nitrogenado favoreceu a populagéo bacteriana em detrimento da
populacdo fungica, mantendo as relagdes C:N e C:N-Nin baixas. A relagao
C:CHO também refletiu o aumento da populagdo bacteriana, sobretudo no
sistema convencional. A imobilizagdo microbiana de nitrogénio aumentou no
sistema convencional, acompanhando o crescimento da populacao bacteriana.
Estes resultados reforcam a idéia de que a adubagao nitrogenada resulta na
mudanca da estrutura da comunidade microbiana, aumentando a proporgao de
bactérias, diminuindo a relacdo C:N e aumentando o potencial de imobilizagao
da biomassa microbiana. Porém, o crescimento da populacdo bacteriana apés
a aplicacdo do fertilizante nitrogenado, por si s6, ndo determina a quantidade
de nitrogénio imobilizado. Mesmo com o aumento significativo da populagao
bacteriana no sistema convencional, a imobilizacdo de nitrogénio foi menor
neste sistema. Além da composigdo da biomassa microbiana, também um
aspecto quantitativo determina a imobilizacdo. O sistema plantio direto

constitui-se em um ambiente mais favoravel para a microbiota, sustentando
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uma biomassa microbiana maior que imobiliza mais nitrogénio (Salinas-Garcia
et al. 1997; Vargas & Scholles, 2000).

Na quarta avaliacdo, a estrutura da comunidade microbiana
permaneceu praticamente inalterada. Houve um decréscimo da populagcao
bacteriana no sistema convencional em comparacdo com a avaliagao anterior,
mas esta nao diferiu da populagédo observada no sistema plantio direto. A
populagcédo fungica ndo se alterou. A propor¢do de fungos e bactérias na
biomassa microbiana parece ter sido semelhante a encontrada aos 62 dias
apos a semeadura do milho, confirmando o indicado pelas relacdes C:N e C:N-
Nin. Ao contrario do sugerido pela relagdo C:CHO, nao houve um aumento da
populacéo fungica, embora o decréscimo da populagéo bacteriana, no sistema
convencional, possa estar ligado a baixa umidade do solo, como discutido
anteriormente.

Na ultima avaliagdo, a populagéo bacteriana decresceu em relagao
a avaliacdo anterior nos dois sistemas. O decréscimo da populag&o bacteriana
foi mais acentuado no sistema plantio direto, no qual a populagdo bacteriana
foi significativamente inferior & do sistema convencional. A populagédo fungica
aumentou no sistema convencional em relagdo a avaliagdo anterior, mas nao
diferiu da ocorrida no sistema plantio direto. O decréscimo da populacdo
bacteriana, no sistema plantio direto, parece ter levado ao aumento da relac&o
C:N neste sistema. J& a relacdo C:N mais baixa verificada no sistema
convencional parece nado ser explicada apenas pelas diferencas nas
populagcbes bacterianas dos dois sistemas. Embora a populagéo bacteriana
tenha sido superior no sistema convencional em comparacdo com o plantio

direto, na verdade esta decresceu em relagdo a observada aos 88 dias apés a
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semeadura do milho, enquanto a populagdo fungica aumentou. Em
comparagéo com o sistema plantio direto, seria de se esperar uma relagéo C:N
menor no sistema convencional, porém maior do que aquela verificada aos 88
dias apos a semeadura do milho neste sistema. A relagdo C:CHO também n&o
é esclarecedora, na medida em que aponta um crescimento da populacao
fingica no sistema convencional. Os resultados obtidos n&o permitem concluir
a este respeito, mas é possivel que, apés o reumedecimento do solo, novas
espécies tenham se estabelecido no solo sob sistema convencional, havendo
mais do que uma simples alteracdo nas proporgdes de fungos e bactérias.

As diferencas na composi¢do da comunidade microbiana estiveram
mais relacionadas com alteragbées nas relagées C:N e C:N-Nin do que com
alteracdes na relacédo C:CHO. Isto confirma que a relagéo C:CHO da biomassa
microbiana ndo é o indicador mais adequado para monitorar alteragées na
estrutura da comunidade microbiana, pois, conforme apresentado
anteriormente, & afetado por outros fatores que ndo apenas a predominancia

de um ou outro grupo microbiano.



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e considerando as condicées em
que o experimento foi conduzido, pode-se concluir que:

1. A imobilizacdo microbiana do nitrogénio foi maior no sistema
plantio direto, levando a uma menor quantidade de nitrogénio mineral no solo.
Isto resultou em menor acumulo de nitrogénio na parte aérea do milho ao final
do seu ciclo neste sistema em comparacdo com o sistema convencional;

2. A quantidade de nitrogénio imobilizado na biomassa microbiana
permaneceu elevada até o final da cultura do milho, indicando que a
remineralizac&o contribuiu pouco para a disponibilidade de nitrogénio no solo.
A biomassa microbiana atuou mais como agente da mineralizagdo de
nitrogénio organico do que como fonte de nitrogénio potencialmente
mineralizavel;

3. A composi¢éo da comunidade modificou-se ao longo do periodo
de avaliacbes em funcéo da presenca de residuos vegetais de aveia preta e da
adubacao nitrogenada. A presenca de residuos de aveia preta favoreceu a
populacdo fungica. A aplicacdo do fertilizante nitrogenado favoreceu a
populacdo bacteriana, resultando em diminuicéo das relagées C:N e C:N-Nin
da biomassa microbiana e em aumento da imobilizagcdo microbiana. A

populacao bacteriana respondeu mais rapidamente a aplicacao do fertilizante
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nitrogenado no sistema plantio direto, tendo sido significativamente maior
neste sistema aos 46 dias apdés a semeadura do milho, do que no sistema
convencional.

4. A relagdo C:CHO mostrou-se um indicador menos adequado do
que as relagdes C:N e C:N-Nin para monitorar alteragcoes na composicéao da

comunidade microbiana.
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APENDICE 01. Quadro de analise da variancia da variavel nitrogénio da
biomassa microbiana.

Causas da variacdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 44 8890798

Epocas 4 452 6765557 113,1691389 14,0123 0,00008
Manejo 1 1408,2229744  1408,2229744 174,3622 0,00001
Epocas x Manejo 4 278,6589505 69,6647376 8,6257 0,00067
Residuo 18 145,3756177 8,0764232

Total 29 2329,8231782

Média geral = 27,835333

Coeficiente de variagéo = 10,210 %

APENDICE 02. Quadro de analise da variancia da variavel nitrogénio mineral

do solo.

Causas da variagdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 1,0702864

Epocas 4 34174,0551097 8543,5137774 84,9268 0,00001
Manejo 1 7371,1688509  7371,1688509 73,2731 0,00001
Epocas x Manejo 4 2726,2100391 681,5525098 6,7750 0,00195
Residuo 18 1810,7743964 100,5985776

Total 29  46083,2786826

Média geral = 33,698334

Coeficiente de variagao = 29,764 %
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APENDICE 03. Quadro de andlise da variancia da varidvel nitrogénio
acumulado na parte aérea de plantas de milho.

Causas da variagdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 768,4655786

Epocas 3  112462,7722640 37487,5907547  349,8264 0,00001
Manejo 1 0,4844999 0,4844999 0,0045 0,94585
Epocas x Manejo 3 3073,9781566  1024,6593855 9,5619 0,00138
Residuo 14 1500,2479398 107,1605671

Total 23 117805,9484389

Média geral = 102,881248

Coeficiente de variagao = 10.062 %

APENDICE 04. Quadro de andlise da variancia da variavel teor de nitrogénio
na parte aérea de plantas de milho.

Causas da variagao  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 4,1280089

Epocas 4 1799,0829806 599,6943269 111,6345 0,00001
Manejo 1 5,0050676 5,0050676 0,9317 0,64711
Epocas x Manejo 4 66,7639377 22,2546459 41428 0,02657
Residuo 18 75,2072044 5,3719432

Total 29 1950,1871992

Média geral = 19,389166

Coeficiente de variagao = 11,954 %
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APENDICE 05. Quadro de analise da variancia da variavel massa seca da
parte aérea de plantas de milho.

Causas da variacdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 0,0326083

Epocas 4 795,0373822 598,3457941 3428,3692 0,00001
Manejo 1 2,8635042 2,8635042 16,4072 0,00148
Epocas x Manejo 4 1,0860126 0,3620042 2,0742 0,14907
Residuo 18 2,4433895 0,1745278

Total 29 1801,4628967

Média geral = 9,162916

Coeficiente de variagao = 4,559 %

APENDICE 06. Teste de Duncan para média de épocas da variavel massa

seca da parte aérea de plantas de milho.

Epocas Médias 5% 1%
Mg ha™

46 0,305000 d D

62 2,878333 c C

88 10,965000 b B

112 22,503333 a A

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.

APENDICE 07. Teste de Duncan para média de sistemas de manejo da
variavel massa seca da parte aérea de plantas de milho.

Sistema de manejo Médias 5% 1%
Mg ha™

Plantio direto 9,508333 a A

Convencional 8,817500 b B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.
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APENDICE 08. Quadro de andlise da variancia da variavel nitrogénio
potencialmente mineralizavel.

Causas da variacdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 377,9526876

Manejo 1 2710,2252483  2710,2252483 21,9740 0,03946
Residuo 2 246,6761078 123,3380539

Total 5 3334,8540437

Média geral = 50,826668

Coeficiente de variacao = 21,850 %

APENDICE 09. Quadro de andlise da variancia da variavel carbono
potencialmente mineralizavel.

Causas da variagdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 846,8400576

Manejo 1 40419,4763688  40419,4763688 64,4189 0,01190
Residuo 2 1254,8951256 627,4475628

Total 5 42521,2115520

Média geral = 269,40668

Coeficiente de variagédo = 9,298 %
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APENDICE 10. Quadro de andlise da varidncia da variavel relagédo C:N
potencialmente mineralizaveis.

Causas da variacdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 0,3985333

Manejo 1 5,5104167 5,5104167 248590  0,03459
Residuo 2 0,4433332 0,2216666

Total 5 6,3522832

Média geral = 5,408333

Coeficiente de variagéo = 8,705 %

APENDICE 11. Quadro de andlise da variancia da varidvel atividade de

urease.

Causas da variagdo G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 33,6331594

Epocas 4 3220,2915881 805,0728970 13,6002 0,00009
Manejo 1 106,5967220 106,5967220 1,8008 0,19386
Epocas x Manejo 4 3936,2190875 984,0547719 16,6238 0,00004
Residuo 18 1065,5223455 59,1956859

Total 29 8362,2629024

Média geral = 31.001667

Coeficiente de variagdo = 24,818 %
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APENDICE 12. Quadro de analise da variancia da variavel carbono da
biomassa microbiana.

Causas da variacdo G.L.

S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F

Blocos 2
Epocas L
Manejo 1
Epocas x Manejo 4
Residuo 18
Total 29

2392,9091146

43075,9952691 10768,9988173 13,9538 0,00008

114077,1691964 114077,1691964 147,8142 0,00001
11390,3860858  2847,5965215 3,6897 0,02284
13891,6921347 771,7606741

184828,1518006

Média geral = 204,575668

Coeficiente de variagé@o = 13,580 %

APENDICE 13. Quadro de andlise da variancia da variavel relacdo C:N da
biomassa microbiana.

Causas da variacdo G.L. sS.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 6,4201390

Epocas 4 71,8655161 17,9663790 11,4579 0,00019
Manejo 1 0,5713201 0,5713201 0,3644 0,55996
Epocas x Manejo 4 27,4510804 6,8627701 4,3767 0,01205
Residuo 18 28,2246584 1,5680366

Total 29 134,5327140

Média geral = 7,536

Coeficiente de variacao = 16,616 %
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APENDICE 14. Quadro de andlise da variancia da variavel nitrogénio reativo
com ninhidrina da biomassa microbiana.

Causas da variagdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 3,5092466
Epocas 4 181,5946121 45,3986530 8,2671 0,00081
Manejo 1 10,5376158 10,5376158 1,9189 0,18022
Epocas x Manejo 4 98,7674795 246918699 4,4964 0,01084
Residuo 18 98,8462110 5,4914562
Total 29 393,2551650
Média geral = 7,829333
Coeficiente de variagao = 29,931 %
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APENDICE 15. Nitrogénio reativo com ninhidrina da biomassa microbiana nos
sistemas plantio direto e convencional em 5 épocas ao longo
do ciclo do milho. Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si, pelo teste de Duncan, a 5%. Letras maiusculas
comparam sistemas de manejo dentro de cada época e letras
minusculas comparam épocas dentro de cada sistema de

manejo.
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APENDICE 16. Quadro de analise da variancia da variavel relacdo C:N-Nin da
biomassa microbiana.

Causas da variagao G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 472,9568623

Epocas 4 3697,6533183 924,4133296 6,8067 0,00191
Manejo 1 214,8078624 214,8078624 1,5817 0,22276
Epocas x Manejo 4 1023,1033951 255,7758488 1,8833 0,15666
Residuo 18 2444 5690277 135,8093904

Total 29 7853,0904658

Média geral = 35,81

Coeficiente de variacao = 32,543 %

APENDICE 17. Quadro de andlise da variancia da variavel carboidratos da
biomassa microbiana.

Causas da variagédo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 23,4172429

Epocas 4 2515,5201172 628,8800293 19,2200 0,00002
Manejo 1 355,8340746 355,8340746 10,8751 0,00419
Epocas x Manejo 4 153,8662766 38,4665691 1,1756 0,35477
Residuo 18 588,9610109 32,7200562

Total 29 3637,5987222

Média geral = 24,432667

Coeficiente de variacao = 23,412 %
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APENDICE 18. Teste de Duncan para média de épocas da variavel
carboidratos da biomassa microbiana.

Dias apés semeadura Médias 5% 1%
kg ha™

0 14,195000 c D

46 29,436666 b AB

62 15,220000 c CD

88 38,733334 a A

112 24, 578334 b BC

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.

APENDICE 19. Teste de Duncan para média de sistemas de manejo da
variavel carboidratos da biomassa microbiana.

Sistema de manejo Médias 5% 1%
kg ha™

Plantio direto 27,876667 a A

Convenciona 20,988667 b B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.
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APENDICE 20. Quadro de andlise da variancia da variavel relagdo C:CHO da
biomassa microbiana.

Causas da variacdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 19,8504592

Epocas 4 605,6216304 151,4054076 39,5578 0,00001
Manejo 1 75,8112088 75,8112088 19,8072 0,00052
Epocas x Manejo 4 188,5398585 47,1349646 12,3150 0,00014
Residuo 18 68,8941258 3,8274514

Total 29 958,7172828

Média geral = 11,581

Coeficiente de variagdo = 16,893 %

APENDICE 21. Quadro de andlise da variancia da variavel produtos de PCR
de bactérias.

Causas da variacao  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 33,0607926

Epocas 4 2183,7086579 545,9271645 33,1713 0,00001
Manejo 1 0,3197144 0,3197144 0,0194 0,88563
Epocas x Manejo 4 387,2267244 96,8066811 5,8821 0,00358
Residuo 18 296,2409715 16,4578318

Total 29 2900,5568608

Média geral = 56,394768

Coeficiente de variagdo = 7,194 %
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APENDICE 22. Quadro de andlise da variancia da variavel produtos de PCR

de fungos.

Causas da variacdo  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 13,6240780

Epocas 4 2626,0338736 656,5084684 45,4129 0,00001
Manejo 1 53,8948124 53,8948124 3,7281 0,06652
Epocas x Manejo 4 173,9663169 43,4915792 3,0085 0,04547
Residuo 18 260,2160335 14,4564463

Total 29 3127,7351143

Média geral = 19,393

Coeficiente de variagdo = 19,606 %

APENDICE 23. Quadro de analise da variancia da variavel raz&o dos produtos
de PCR de bactérias e de fungos.

Causas da variagcao  G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F
Blocos 2 0,2746668

Epocas 4 168,3038671 42,0759668 74,8253 0,00001
Manejo 1 3,2472298 3,2472298 5,7747 0,02583
Epocas x Manejo 4 23,0362532 5,7590633 10,2416 0,00032
Residuo 18 10,1218024 0,5623224

Total 29 204,9838194

Média geral = 4,091667

Coeficiente de variagdo = 18,327 %
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APENDICE 24. Umidade gravimétrica média (%) das amostras de solo nas
cinco avaliagoes.

Dias apos Sistema de Manejo
semeadura do milho Plantio direto Convencional
0 13,08 12,37
46 12,82 8,75
62 11,82 8.82
88 8,73 5,55
112 10,81 8,14
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APENDICE 25. Precipitagdo pluviométrica ao longo do ciclo do milho
(23/09/1999 a 14/01/2000).
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