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Resumo - A rotagdo de culturas é estratégia importante no controle de
insetos-pragas e doencas. No entanto, a dimensado de sua efetividade de-
pende da duragdo da rotacao e/ou do histérico do solo, das culturas implan-
tadas no sistema, bem como a sequéncia e a frequéncia das mesmas. Este
trabalho relata os efeitos de diferentes sistemas de rotacao utilizando soja,
milho, milho safrinha, tremogo-branco, ervilha-forrageira, trigo e aveia sobre
a comunidade microbiana dos solos em sistema de plantio direto. Além des-
ses tratamentos, foram considerados dois tratamentos testemunha: monocul-
tivo de trigo e monocultivo de aveia, em sistema de plantio convencional. As
amostras de solo foram coletadas em experimento com rotacao de culturas
iniciado em 1985, tendo sido as avaliagbes realizadas no periodo de 2005 a
2015, por meio de duas séries de dados: a primeira foi obtida por leituras das
absorbancias da hidrélise de diacetato de fluoresceina de solos amostrados
em quatro safras de inverno e cinco safras de verao, além de amostras de
solo de mata nativa. A segunda foi obtida pela contagem de unidades forma-
doras de colbnias de fungos, bactérias e actinomicetos que se desenvolveram
nos meios de cultura especificos, durante trés safras de verdo consecutivas.
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As anadlises mostraram que a atividade microbiana, independentemente do
método de avaliagdo, variou significativamente entre as safras. Os tratamen-
tos envolvendo rotagdo de culturas em plantio direto apresentaram atividade
microbiana significativamente superior aos tratamentos de monocultura em
plantio convencional. Além disso, nos dois sistemas, constatou-se que dife-
rentes culturas forneceram diferentes residuos organicos, o que pode resultar
em uma base alimentar diversificada promovendo a diversidade e a atividade
de microrganismos. Finalmente, as flutuagdes observadas nas atividades mi-
crobianas foram interpretadas de acordo com as condi¢des de precipitacao
pluviométrica (mm), umidade relativa (%), temperaturas maxima e minima
(°C) registradas durante as safras.

Termos para indexagao: sistemas de plantio; soja; actinomicetos; bacté-
rias; fungos; atividade microbiana; hidrdlise de diacetato de fluoresceina
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Soybean planting systems and effects
on the soil microbial community

Abstract - Crop rotation is an established approach in the management
of insect pests and diseases. However, the scale of its effectiveness depends
upon the length of the rotation and/or the soil history, the crops used in the
system, as well as their sequence and frequency. This work reports the
effect of different crop rotation systems using soybean, corn, corn on the
second crop, white lupin, field pea, wheat and oat sown in no-till system, on
the soil microbial community. The control treatments were the monoculture
of wheat and oat, under tillage system. The material used to assess the
microbial activity under these treatments were samples of soil collected during
crop seasons spanning from 2005 to 2015, from a long-term crop rotation
experiment implemented in 1985. To evaluate microbial activity, two series of
data were obtained: the first consisted of measurements of the hydrolysis of
fluorescein diacetate of soil samples collected in four winter and five summer
crop seasons, besides soils sampled from a native forest. The latter consisted
of the number of unity forming colonies of fungus, bacteria and actinomycetes,
which grew in specific growth media, in three consecutive crop seasons.
Under both criteria, the data analyses showed that the microbial activity varied
significantly between crop seasons, although the treatments consisting of crop
rotation on no-till system kept significantly higher microbial activity than the
control treatments. Moreover, it was constated that different crops provided
different organic residues, which may have favored the diversification and
the activity of microorganisms, in both crop systems. Finally, the variation
observed throughout the crop seasons were interpreted under the conditions
of precipitation (mm), relative humidity (%) and maximum and minimum
temperatures (°C) registered during the growing season.

Index terms: planting systems; soybean; actinomicetes; bacteria; fungi;
microbiological activity; hydrolysis of fluorescein isothiocyanate
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Introducao

Entre os sistemas de cultivo da soja no Brasil os mais comuns s&o o siste-
ma de plantio direto e o sistema convencional.

O sistema de plantio direto caracteriza-se pela manuteng¢ao do solo cober-
to durante todo o ano e o revolvimento do solo limita-se a linha de semeadura
(Vargas et al., 2004). A rotacao de culturas, que contribui na redugao de in-
setos-praga e doengas, deve sempre fazer parte do sistema de plantio direto
(Galerani, 1994). Com esse sistema tem-se maior controle da erosao e maior
manutengédo da umidade no solo.

A manutencao dos residuos culturais na superficie altera a razdo entre a
radiacao refletida pela superficie e a radiagado incidente sobre ela. Além dis-
so, auxilia na manutencao da umidade, diminui as perdas de solo por erosao
e aumenta a protecgao fisica da matéria orgénica no interior dos agregados
(Bayer; Mielniczuk, 1997).

O sistema convencional por outro lado se caracteriza pela inversdo da
camada superficial e pela incorporagado dos residuos durante as operagoes
de preparo do solo (aragao e/ou gradagem). Com isso ha distribuicdo mais
uniforme da matéria organica e dos nutrientes no perfil do solo aumentando
a diferenca térmica do albedo (Alvarez et al., 1995). Mas o preparo excessivo
causa destruigao irreversivel da estrutura do solo, favorece a compactagao e
pode diminuir a produtividade (Debiasi et al., 2013).

A inclusdo de culturas de cobertura em sistemas de cultivo € particular-
mente eficaz na redugdo da incidéncia de doengas (Larkin et al., 2010). No
plantio direto as plantas de cobertura de outono/inverno assumem uma im-
portancia fundamental porque promovem aumento da matéria organica junto
a superficie do solo (Vargas et al., 2004). Como exemplo de planta de cober-
tura, menciona-se a aveia-preta na Regiao Sul do Brasil, em razdo das suas
caracteristicas: producado elevada de fitomassa, baixo custo, facilidade de
obtengéo de sementes e sua rusticidade (Heinrichs et al., 2001).

A mistura de espécies vegetais pode levar a estabilidade do rendimento
em diversas condigbes ambientais e a uma maior produtividade do que as
monoculturas (Finckh et al., 2008). Esses efeitos sédo atribuidos as culturas
gue mantém as comunidades microbianas do solo, podendo favorecer a sa-
nidade das plantas. Rotagdes menos frequente de culturas, sdo mais susce-
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tiveis a doengas e produzem menor rendimento do que rotagées mais longas
(Bennett et al., 2012).

O valor de um sistema de cultivo depende de uma série de fatores, in-
cluindo o gendtipo (Ellouze et al., 2013), as culturas utilizadas na rotagao
(Garbeva et al., 2004), a sequéncia e a frequéncia das culturas (Gan et al.,
2003), a duracdo da rotagao, o histérico de rotacbes adotadas (Bennett et
al., 2012), e as caracteristicas do solo (Bernard et al., 2012). Em geral, es-
ses fatores afetam a comunidade microbiana do solo de diferentes maneiras.
Alteragbes na microbiota do solo podem ser ainda determinadas especifi-
camente, pelas condi¢gdes ambientais principalmente, umidade, temperatura
do solo e aeragdo. Também contribuem a disponibilidade de nutrientes e os
substratos organicos (Vargas; Scholles, 2000).

Sabe-se que a atividade microbiana segue o mesmo perfil de distribuigao
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 de plantio
direto (Vargas; Scholles, 2000).

Feng et al. (2003) avaliaram o sistema convencional (gradagem, escari-
ficagdo) e o plantio direto, sobre as comunidades microbianas do solo. Em
comparagao com o plantio convencional, o plantio direto aumentou os niveis
de carbono orgéanico do solo e nitrogénio total na camada superficial em 130%
e 70%, respectivamente. O teor de C de biomassa microbiana sob tratamento
com plantio direto foi maior do que no tratamento convencional. Franchini et
al. (2007) relataram que a biomassa microbiana correspondeu a 2,4% e 1,7%
do carbono total e, 5,2% e 3,2% do nitrogénio, obtidas em amostras de solo
coletadas em plantio direto e convencional, respectivamente.

Certas praticas agronémicas séo projetadas para gerenciar a biodiversi-
dade no agroecossistema, aumentando a diversidade e reprimindo insetos-
-praga e surtos de doencgas. Entre essas praticas, a rotagdo de culturas é
uma das maneiras mais tradicionais e efetivas de diversificar a comunidade
microbiana, reduzir o impacto de doencgas e plantas daninhas (Fiers et al.,
2012), aumentando assim, os rendimentos. Em geral, esses fatores também
afetam a comunidade microbiana do solo.

O objetivo deste estudo foi comparar o efeito do preparo do solo e da rota-
¢ao e sucessao de culturas sobre a comunidade microbiana.



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 16

Material e Métodos

Em 1985 foi instalado um experimento sobre sistemas de preparo do solo,
envolvendo também rotagdo/sucessao de culturas, na Fazenda Experimental
da COAMO (Campo Mourao (240 02’ 45”S, 520 22’5870, 630 m de altitude),
Estado do Parana, Brasil, em blocos casualizados completos, com quatro
repeticdes. Desde entdo, diversas avaliagdes tém sido feitas para verificar
o efeito dessas praticas sobre fatores que interferem na produtividade das
culturas. Nesse trabalho sdo apresentados os resultados do efeito de sete
tratamentos (Tabela 1), no periodo de 2005 a 2015 (inverno de 2005, verao
e inverno de 2006, verao de 2007, inverno de 2008, verdo de 2009, veréo de
2010, verao de 2011, verao de 2012, verao de 2013, inverno de 2014 e verao
de 2015), sobre a comunidade microbiana.

Coleta das amostras

As amostras de solo foram coletadas nas entrelinhas da soja, acondicio-
nadas em sacos plasticos e refrigeradas assim que chegaram ao laboratério.
As amostras de cada tratamento foram retiradas com auxilio de trado holan-
dés na profundidade de 0-10 cm. Em cada parcela, caminhando em zig-zag,
retirou-se cinco amostras que originaram uma amostra composta por parcela.

Analise quantitativa de actinomicetos, bactérias e fungos

As amostras de solo foram utilizadas para avaliagado da populagdo micro-
biana representada pelos grupos de actinomicetos, bactérias e fungos, por
meio da contagem do numero de unidades formadoras de colénias em placas
de Petri. Para isso, preparou-se uma diluigdo decimal em série, partindo-se
de 10 g de solo, dos tratamentos T4, T6, T9, T11, Plantio convencional trigo
e Plantio convencional aveia. De cada suspenséo, retirou-se 0,1 mL que foi
depositado em placas com meio de cultura ja solidificado, e espalhado com
al¢a de Drigalsky. Foram empregados os seguintes meios de cultura: meio
caseinato-dextrose-agar para actinomicetos (Clark, 1965); meio de Thorton
para bactérias (Thorton, 1922) e meio de Martin para fungos (Menzies, 1965).
Para cada grupo de microrganismos, foram preparadas trés placas por dilui-
¢ao. As placas foram incubadas a 28 °C no escuro. A contagem das colbnias
de bactérias e fungos foi feita depois de sete dias e a de actinomicetos apos
dez dias.
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Hidrodlise de diacetato de fluoresceina (FDA)

Essa analise foi realizada seguindo o método descrito por Adam e Duncan
(2001). Utilizou-se espectrofotdbmetro ajustado para comprimento de onda de
490 nm. Também foram analisadas amostras de solo de mata nativa, ob-
tidas de area vizinha ao presente estudo, para servir como um parametro
de comparacgdo da atividade microbiana com solos cultivados, ja que em
solos de mata nativa geralmente se encontram as maiores densidades de
microrganismos.

indice de diversidade de Shannon (H)

O indice de Shannon (Magurran, 1988) é comumente adotado em estudos
ecologicos com o objetivo de se quantificar a diversidade de espécies. No
presente estudo, esse indice pode ser interpretado como a incerteza total so-
bre a facilidade de se predizer que classe de microrganismos sera encontra-
da em uma certa amostra de solo, sob cada tratamento. Essa incerteza seria
nula, se em uma amostra de solo fossem detectadas unidades formadoras
de colbnias de apenas uma dentre as trés classes consideradas. Embora nao
haja um limite maximo esperado para essa incerteza, no presente trabalho,
em que se distinguiu apenas trés classes de microrganismos, maiores valores
de H indicam maior uniformidade na distribuicdo das espécies na amostra.

Analise estatistica

Os dados foram analisados no ambiente SAS/STAT software, Verséo 9.4.
Copyright®© 2016 SAS Institute Inc., utilizando-se técnicas de modelos linea-
res generalizados mistos, disponiveis no procedimento glimmix. Para ambos
os conjuntos de dados (UFC e FDA), os efeitos fixos foram: manejo, ano, in-
teragcao ano x manejo e bloco, enquanto o efeito aleatério do tipo residuo foi a
interacdo manejo x bloco. Esse ultimo fator permitiu que a matriz de covarian-
cias dos residuos fosse modificada, de modo que as variancias residuais dos
tratamentos dentro de cada safra fossem homogéneas e que as covariancias
entre as variagoes residuais de safras mais préximas fossem maiores do que
as de safras mais distantes. A matriz de covariancias foi estimada pelo méto-
do auto-regressivo de ordem 1, o qual é representado na documentagéo do
procedimento glimmix pela abreviagdo AR(1) para varidncias homogéneas e
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ARH(1) para variancias heterogéneas. Outras estruturas para as matrizes de
covariancias foram consideradas, dentre elas: varidncias homogéneas entre
e dentro de safras e covariancias nulas, variancias heterogéneas entre safras
e covariancias nulas e variancias e covariancias nao-nulas e homogéneas,
tendo sido a estrutura adotada a que melhor se ajustou aos dados.

Para a comparacao da qualidade de ajuste de modelos ajustados por uma
mesma distribuicao estatistica, porém utilizando diferentes estruturas para a
matriz de covariancias, foram utilizados o critério de informagéo AIC (Akaike
Information Criterion), a deviance, a independéncia, a aleatoriedade, a nor-
malidade da distribuicdo dos residuos de Pearson e os graficos dos valo-
res preditos versus os residuos de Pearson. Modelos ajustados a diferentes
distribuicoes estatisticas, porém com a mesma estrutura de variancia, foram
comparados em termos das suas distribuicdes dos residuos de Pearson e
dos seus graficos de dispersao entre valores preditos x residuos de Pearson.
As distribuigcdes estatisticas adotadas foram: binomial negativa (actinomice-
tos), gama (bactérias), Poisson (fungos), e Normal (FDA e indice de diversi-
dade de Shannon). Para as trés primeiras distribuicdes, foi utilizada a funcao
de ligacao logaritmo e para a distribuicdo Normal utilizou-se como funcéo de
ligagdo a funcao identidade. Para as comparagbes de médias, foi adotado o
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Resultados e Discussao

As plantas de inUmeras espécies co-existem em diferentes ambientes e
interagem com microrganismos benéficos ou deletérios, estabelecidos nas
raizes ou na parte aérea dessas plantas. Nesse estudo, além dos fatores
climaticos, as amostras coletadas estiveram sujeitas aos efeitos dos residuos
de matérias secas das espécies vegetais utilizadas a cada safra, em cada
sistema de cultivo, ao longo de mais de 20 anos.

Como pode ser observado na Figura 1, as comunidades microbianas va-
riaram nas amostras em cada ano e de acordo com a rotagdo ou sucessao
utilizada, tendo sido os niveis de significancia das interagdes ano x tratamen-
to iguais a: 8,40% (actinomicetos), 0,06% (bactérias) e 84,85% (fungos).
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Figura 1. Numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e indice de diversi-
dade de Shannon, por ano e tratamento (A, C, E, G) e, na média de trés anos. Letras
minusculas na vertical indicam os resultados do teste de comparagdes multiplas das
médias obtidas nos sistemas de plantios dentro de cada ano, ou na média dos trés
anos, e letras maiusculas representam os resultados das comparagdes entre anos,
dentro de cada sistema de plantio; médias seguidas de letras iguais indicam diferen-
¢as ndo significativas, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Observa-se pelos dados da Tabela 2 que os tratamentos T4, T6, T9 e
T11 apresentaram resultados semelhantes para fungos e actinomicetos. A
comunidade de bactérias apresentou maior variagao entre os anos. Contudo,
o tratamento T6 foi o que mais favoreceu a comunidade bacteriana, nos anos
2010 e 2012, provavelmente por causa de maiores precipitagcdo e umidade
relativa do ar em combinagdo com uma maior diversidade de culturas e du-
racao da rotagao, ou de outros parametros nao investigados nesse estudo.
Os sistemas de plantio convencional, com trigo e aveia, antecedendo a soja,
apresentaram, nos trés anos analisados, os menores valores de contagem,
para as trés classes de microrganismos analisadas.

Tabela 2. Analise microbiana de amostras de solo, em sistema de plantio direto com
rotagdo e sucessao, considerando a média dos anos de 2009 até 2012.

Tratamentos Fungos Actinomicetos Bactérias
(x 10%) (x10°) (x 10%)
Plantio direto T4 39,0 a 55,7 a 209 b
Plantio direto T6 351 ab 66,7 a 38,7 a
Plantio direto T9 29,1 abc 54,2 ab 209 b
Plantio direto T11 36,0 a 60,2 a 26,9 ab
Convencional Trigo 20,6 bc 32,3 bc 19,7 b
Convencional Aveia 17,3 ¢ 21,3 b 19,1 b

* Médias seguidas por letras iguais nas colunas néo diferem entre si pelo teste de comparagao mdultipla de
Tukey (p< 0,05).

Os resultados da avaliagdo das comunidades microbianas realizada por
medicdo da absorbancia, também mostram que os tratamentos envolven-
do rotagéo de culturas apresentaram atividade microbiana significativamente
maior que a observada nos tratamentos com sucessao (Figura 2). Conforme
esperado, os maiores valores de absorbancia, foram observados em solo
de mata nativa, e os menores valores continuaram sendo os tratamentos
convencionais com trigo e aveia, antecedendo a cultura da soja ou do milho.

No verédo, constatou-se maior atividade microbiana nos anos de 2009 e
2010. Verificou-se que as temperaturas maxima e minima foram maiores du-
rante os meses de outubro de 2006 e janeiro de 2007 (Figura 3) e, provavel-
mente, afetaram acentuadamente os resultados de absorbancia na cultura
de verao (soja ou milho), dos plantios convencionais nas safras seguintes
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(avaliadas nesse trabalho). Nos outros anos, embora houvesse diferencas
entre anos, elas foram insignificantes. Em anos com invernos mais secos e
com temperaturas minimas mais altas (2009/2010) as atividades microbianas
apresentaram maiores valores de absorbancia. Os tratamentos T4, T6 , T8 e
T9 apresentaram leve aumento nesse ano, enquanto os demais tratamentos
tiveram decréscimos desses valores. O estudo de Feng et al. (2003) cons-
tatou que o plantio direto aumentou os niveis de carbono orgéanico do solo e
nitrogénio total na camada superficial em 130% e 70%, respectivamente. O
teor de C de biomassa microbiana sob tratamento com plantio direto foi 60%,
140% e 75% maior do que no tratamento convencional em fevereiro, maio e
outubro, respectivamente, demonstrando assim que praticas de manejo do
solo afetam as comunidades microbianas.
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Figura 2. Valores de absorbancia obtidos em quatro safras de inverno (1) e oito safras
de verao (V), entre os anos de 2005 e 2015. Letras maiusculas indicam os resultados
do teste de comparagdes multiplas para os sistemas de plantios dentro de cada ano,
enquanto letras minusculas indicam os resultados das comparagdes entre safras, em
cada sistema de plantio. Resultados de comparag¢des de médias com letras iguais néo
diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p< 0,05).



Sistemas de cultivo utilizados na cultura da soja 17
e efeito sobre a comunidade microbiana do solo

270 36
Em@UR E@Precip. —T.Max - T.Min

— — N [}
@ 3 =2 2
3 3 s S
o o w
R 3 <}

]
3

Temperatura do ar (°C)

o
3

60

Precipitagdo pluviométrica (mm) e Umidade relativa do ar (%)

2005 2005/2006 2006 2006/2007 2008 2008/2009 20092010 2014 2014/2015

Figura 3. Dados meteoroldgicos de inverno e verao, correspondentes aos anos estu-
dados (2005/2015).

Os sistemas de consorcio e as rotagdes de culturas oferecem oportunida-
des para uma melhor caracterizagao dos fungos presentes no solo. As carac-
teristicas do solo também s&o importantes a considerar no planejamento de
sequéncias de rotagéo (por exemplo, agregagao das particulas soluveis em
agua, C organico do solo e composigédo de carboidratos da camada super-
ficial), pois esses pardmetros também afetam a abundancia, a diversidade
e a distribuigdo das comunidades microbianas, especificamente de fungos
(Vargas et al., 2004).

Na maioria dos casos, a monocultura afeta negativamente a biomassa
e a diversidade microbiana (Castillo et al., 2006). Larkin e Honeycutt (2006)
mencionam que a diversificagdo das culturas utilizadas em rotagdo aumenta
a diversidade taxonémica e funcional das comunidades de fungos do solo.
Além disso, a atividade microbiana e a utilizagdo do substrato sédo significa-
tivamente afetadas pela rotagédo das culturas (Larkin et al., 2010). Diferentes
culturas fornecem diferentes residuos organicos, o que pode resultar em uma
base alimentar diversificada promovendo a diversidade e a atividade de mi-
crorganismos e aumentando a biomassa fungica do solo (Swer et al., 2011).
Além disso, as monoculturas afetam negativamente a diversidade microbiana
do solo, ao selecionar os agentes patogénicos virulentos. A vantagem com-
petitiva desses agentes resulta no aumento da gravidade da doenga, notada-
mente as doengas radiculares (Swer et al., 2011).
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Os valores de absorbancia obtidos pelas atividades microbianas estive-
ram relacionados com precipitacdo pluviométrica (mm), umidade relativa
(UR), temperaturas maxima e minima (Figura 3).

Adicionalmente, avaliou-se o efeito de isolados de bactérias obtidos no tra-
balho no desenvolvimento “in vitro” e “in vivo” de Macrophomina phaseolina.
O isolado de Pseudomonas fluorescens nao inibiu o desenvolvimento “in vitro”
e “in vivo”, em solo sabidamente infestado por M. phaseolina. Os isolados de
Bacillus subtilis e B. amyloliquefasciens inibiram o desenvolvimento do fungo
“in vivo”, mas n&o conseguiram inibir o desenvolvimento “in vitro”. Todas as
raizes estavam sadias, utilizando-se a escala proposta por Mengistu et al.
(2013). Diferentemente dos resultados apresentados por Singh et al. (2010),
onde diversas espécies de microrganismos apresentaram efeitos antagoni-
cos para M. phaseolina “in vivo” e “in vitro”, nossos isolados de bactérias nao
foram capazes de controlar o desenvolvimento micelial desse fungo. Como
todas as raizes nao foram infectadas, os dados nao sédo apresentados.

Conclusao

O método da hidrdlise de fluoresceina e a avaliagdao microbiana (conta-
gem do numero de colbnias) forneceram resultados convergentes, ndo se
esquecendo que os métodos avaliam paradmetros distintos. Os sistemas de
rotagéo e sucesséo influenciaram a atividade microbiana.
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