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1. INTRODUCAO

Atualmente no Brasil existem ao redor de 60 milhdes de hectares sob
pastagens cultivadas, sendo a maioria braquiarias. No inicio da década de 70, a
espécie mais dominante foi Brachiaria decumbens e logo ingressaram B. humidicola
e B. brizantha, entre as principais. Considera-se que ao redor de 5 % destas areas
mostram sinais claros de degradacao, o que é atribuido a diminuicdo do N disponivel
no solo (Myers & Robbins, 1991; Macedo, 1993).

Algumas espécies de gramineas mostram declineo da produtividade depois
de poucos anos de cultivo, enquanto outras, ha mesma area, mantém uma boa
produtividade pelo mesmo tempo. Como as condi¢bes sdo as mesmas, poderiam
ser esperadas diferencas com relacédo a eficiéncia no uso de N disponivel, resultante
de diferentes capacidades de assimilacdo e consumo, além da capacidade de obter
diferentes fontes de N. Poucos sdo os estudos feitos a este respeito com diferentes
espécies de pastagens em solo de cerrado. Existem estudos sugerindo que as
plantas estimulariam a mineralizacdo de N organico pela exudacdo de compostos

organicos pelas raizes. Espécies com tal potencial teriam vantagens em obter N,

! Alunos do XlI Curso Intensivo sobre FBN realizado em Julho/98. EMBRAPA Agrobiologia.
Seropédica-RJ.

2 Professor Adjunto do Dpto. de Solos, Universidade Federal de Santa Maria. Santa Maria-RS.
% pesquisadores da EMBRAPA Agrobiologia. Seropédica-RJ.
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enquanto outras espécies, explorando os mesmos recursos ndo sao capazes de
fazé-lo.

Sabendo que o humus é um material de dificil decomposicao, a
comunidade microbiana consumira primeiro compostos mais facilmente degradados
para obterem a energia necesdria para seu metabolismo. Em uma situacdo onde as
condigbes sdo todas favoraveis, mas a Unica fonte de nutriente disponivel € o
hamus, a atividade microbiana sera minima, sendo que VAarios microrganismos
estardo presentes em formas dormentes ou esporuladas (condicbes de
subsisténcia). No instante em que residuos organicos (animais ou vegetais) sdo
adicionados ao solo, a atividade e o nimero de microorganismos aumenta, uma vez
que estamos fornecendo uma fonte de carbono e energia prontamente assimilavel.
Desse modo, podemos medir a atividade microbiana pela quantidade de CO2
liberado durante o processo respiratorio. Em experimento, sob condi¢cdes de
laboratério, o CO2 liberado pode ser capturado e medido usando uma solucao
alcalina, como por exemplo, uma solugcdo de NaOH que captura o gas, de modo que
possamos quantifica-lo através de titulacdo com HCI.

E conveniente ressaltar que a avaliagio da quantidade de CO2
liberado ou de O2 consumido pode dar uma boa idéia do comportamento da
comunidade microbiana do solo, mas ndo pode permitir a avaliagdo de alteracdes
qualitativas que porventura venham ocorrer. Esta parece ser a maior limitagéo desta
técnica, pois os compostos organicos adicionados ndo afetam de maneira uniforme
todas as espécies de microorganismos do solo, podendo levar a drasticas alteracdes
em algumas populacdes, mesmo que a liberacdo de CO2 ou o consumo de O2 néo
sejam sensivelmente afetados.

A composicdo dos residuos organicos frescos adicionados ao solo,
bem como a relagdo C/N afetardo o balanco de mineralizagdo/imobilizacdo de N do
solo. Alta relagdo C/N de um material facilmente decomponivel resultara em
imobilizagdo (incorporagdo nos compostos nitrogenados constituintes dos
microorganismos), ao passo que a mineralizacdo ocorrera quando os residuos
adicionados ao solo tiverem baixa relagédo C/N (Janssen, 1996).

A umidade do solo é outro fator que influencia estes processos, uma
vez que correlaciona-se diretamente com a quantidade de O2 disponivel, ou seja,
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determina se prevalecem condi¢cdes aerdbias ou anaerdbias e, com isso, o tipo de
metabolismo energético a ser utilizado pela comunidade microbiana. Condi¢cbes de
anaerobiose diminuem a atividade microbiana pois somente um grupo restrito de
microorganismos estara atuando (Fries, comunicacéo pessoal).

Em um ambiente tdo complexo quanto o do solo, onde tratos culturais e
manejos das culturas (Castro, 1989; Muzilli, 1983) influenciam continuamente as
condicbes de umidade, temperatura, aeracao, reacdes do solo, disponibilidade de
nutrientes, etc., entende-se que a comunidade microbiana ai presente é regida
fortemente por estas condigcdes ambientais, bem como por compostos adicionados,
podendo, deste modo, ser afetada tanto qualitativa quanto quantitativamente.
Alteracdes provocadas pelo plantio direto e sistemas de rotacdo de culturas podem
afetar as populactes desnitrificadoras e também outros microorganismos do solo.

As pesquisas relacionadas com modificacbes provocadas nos solos
pelos efeitos de manejos agricolas estdo voltadas principalmente para suas
caracteristicas fisicas e quimicas. No entanto, o sistema de cultivo pode também
afetar as propriedades biologicas que estdo, direta ou indiretamente, relacionadas a
ciclagem e disponibilidade de nutrientes, atividade microbiana e desenvolvimento de
raizes (Carter, 1986).

1.2. Nitrificacéo

Nas ultimas décadas, a maior parte das pesquisas sobre 0s processos
de transformacéo de nitrogénio no solo, principalmente no Brasil, tém sido voltadas a
fixacdo biolégica de N2; pouca atencdo tem sido dada aos demais processos
microbiolégicos de transformacao deste elemento no solo.

Dos microrganismos do solo, os mais importantes do ponto de vista
das transformacdes do nitrogénio sédo fungos e bactérias. Os fungos, por ndo
possuirem clorofila, dependem de carbono orgéanico pré-formado para suas sinteses
celulares. Além disso, usam, preferencialmente, amonia ou nitrato como fonte de
nitrogénio, embora possam também metabolizar proteinas, acidos nucléicos e outros
complexos organicos. As bactérias, por sua vez, também atuam na decomposicdo
da matéria organica e sao as principais responsaveis pelos processos de nitrificacdo
e desnitrificacdo (Cardoso et al., 1992).
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O processo de transformacé&o do nitrogénio organico em N-NH4+ é
chamado mineralizacdo ou amonificacdo, e a nitrificacdo, refere-se a oxidacdo de
NH4+ para nitrato. A nitrificacgdo é um bom indicador da atividade bioldgica e
fertilidade do solo. E um processo sensivel as alteracdes do ambiente, e pode ser
medido com razodavel precisdo e, por isso, tem sido bastante usado para avaliar 0s
efeitos de varios poluentes quimicos na biologia do solo. Deve-se salientar, porém,
gue uma reducdo na nitrificacdo ndo é de todo indesejavel, por permitir uma maior
manutencdo do nitrogénio na superficie do solo, ja que o ion aménio pode ser
adsorvido por seus coldides (Victoria et al., 1992).

O processo de nitrificacdo é constituido por duas etapas: 1) nitritacao,
correspondente a formacdo de NO3- a partir de amodnio, mediado por
microorganismos dos géneros Nitrossomonas, Nitrospira, Nitrosococcus e
Nitrosolobus e 2) nitratacdo, onde o NO2- é transformado em NO3- por
microorganismos tais como Nitrobacter, Nitrospirna e Nitrococcus. Sendo que o
nitrito, produto intermediario neste processo raramente acumula-se em

concentracfes detectaveis.

1.2. Desnitrificacao

A desnitrificacdo é um dos trés mais importantes processos de perda
de nitrato que ocorre no solo, sendo que os outros dois sdo assimilagéo pela planta
e lixiviacdo. E realizado por microorganismos capazes de utilizar nitrato ou nitrito
como aceptores finais de elétrons na cadeia respiratéria, em ambiente ausente de
oxigénio, mas parece ser significativamente limitado e é rapidamente inibido por
baixas concentracdes de N-NH4+ ou N organico (Rice & Tiedje, 1989).

Além de causar perda do N disponivel para a cultura, o processo de
desnitrificacdo, € um potencial contaminante do ambiente, visto que o N20
(importante produto intermediario do processo) € um dos gases envolvidos na
destruicdo da camada de ozonio (Crutzen, 1981). Estima-se que 70% das emissodes
de N20, sejam provenientes de atividade antropica (Kroeze, 1993). Em

determinados sistemas agricolas, onde se favorece o processo de desnitrificacdo, as
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estimativas de perdas de nitrogénio variam em funcdo da umidade do solo e, giram
em torno de 20-30% do aplicado (Fries, comunicacao pessoal).

Entre os géneros de bactérias que possuem a capacidade de
desnitrificar pode-se citar: Alcaligenes, Agrobacterium, Rizobium, Pseudomonas,
Thiobacillus, Azoarcus e Bacillus.

A formacdo de N2 a partir do NO3- apresenta compostos

intermediarios:

NO; ® NO, ® 2NO ® N,O ® N,

1.3. Biomassa microbiana

A biomassa microbiana do solo possui um papel fundamental na
manutencdo e produtividade de agroecossistemas, pois constitui um meio de
transformacdo para todos os materiais organicos do solo, além de atuar como
reservatério de nutrientes para as plantas (Jenkinson & Ladd, 1981). O
reconhecimento da importancia da comunidade microbiana do solo tem levado a um
aumento no interesse em se avaliar os nutrientes contidos nas células microbianas,
tais como C e N. Sua estimativa fornece dados Uteis sobre as alteracdes
decorrentes do uso do solo, visto que respondem com maior rapidez a essas
variacdes do que parametros fisicos e quimicos, tais como pH e qualidade da
matéria organica do solo (Powlson et al., 1987).

Os valores de biomassa microbiana de C indicam o potencial atividade
microbiana no solo que pode estar participando do processo de decomposicédo de
residuos e liberacdo de nutrientes no solo. A biomassa microbiana de N constitui
uma parte significativa e, do N potencialmente mineralizavel disponivel para as
plantas. No entanto, em solos com baixos teores de N, o N contido na biomassa ir4
preferencialmente ser utilizado pelos microrganismos na decomposicdo da matéria
organica, ficando imobilizado, diminuindo sua disponibilidade para as plantas (Paul &
Clark, 1989).

A importancia da qualidade da biomassa microbiana deve-se a
conveniéncia de uséa-la como um indice sensivel das alteracdes edéficas oriundas

de determinados manejos, pois trata-se do compartimento mais rapido de “turnover”
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da matéria organica do solo. Contudo, esses resultados isoladamente néo
expressam a dinamica de C e N do solo. Dados de biomassa microbiana devem
estar sempre associados a dados de C organico e N total, além da atividade
respiratéria do solo, para que fornecam indices Uteis na avaliagdo da dinamica da
matéria organica (Gama-Rodrigues et al., 1994).

Dos métodos disponiveis para estimar biomassa microbiana de C, o da
fumigacao-incubagédo (Jenkinson & Powlson, 1976) e o da fumigagao-extragédo
(Vance et al., 1987 e Tate et al.,, 1988 para carbono e Brookes et al., 1985, para
nitrogénio) tém sido os mais utilizados. No entanto, a confiabilidade destes métodos
€ bastante questionavel, visto que a estimativa da biomassa microbiana pode ser
afetada pelas condi¢des experimentais.

O método da fumigacao-extracdo para andalise da biomassa microbiana
de carbono foi introduzido por Vance et al. (1987). Logo depois, Sparling & West
(1988) e Tate et al. (1988) utilizaram-no em diferentes solos, levando-os a propor
um fator de eficiéncia da extragcéo, para o célculo da biomassa microbiana, que varia
conforme o tipo de solo. Este método foi proposto como alternativa as limitacdes do
fumigacgao-incubacao, e possibilitar rapidez na obtencdo de resultados e praticidade

durante sua execugao.

2. OBJETIVOS

Estudar em solo podzélico Vermelho-Amarelo sob quatro espécies de
Brachiaria, a potencialidade de mineralizacao, nitrificagéo e desnitrificagao.

Avaliar microorganismos diazotréficos presentes no solo da rizosfera e
nas raizes de quatro espécies de Brachiaria crescendo em solo podzélico Vermelho-
Amarelo.

Analisar a influéncia da adicdo de diferentes residuos de colheita e N
mineral na biomassa microbiana de um solo procedente de area de plantio direto e

convencional.
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3. MATERIAIS E METODOS

Ensaio com Brachiaria

Em experimento conduzido sob condicdes de laboratério, com
delineamentos inteiramente casualizados, utilizou-se solo Podzélico Vermelho
Amarelo, cujas caracteristicas quimicas podem ser vistas na Tabela 1.

Coletaram-se amostras da camada superficial do solo (0-10cm) sob
guatro espécies de Brachiaria, a saber: B. decumbens, B. humidicola, B. brizantha e
B. radicans, logo apés, o solo com umidade natural foi peneirado (2 mm), mediu-se o
teor de umidade e as amostras foram, entao, processadas.

Tabela 1: Caracteristicas quimicas do solo.

Tratam. pH Al Ca+Mg P K % C M.O.  Ntotal
Meqg/100 mL Ppm %
B. radicans 49 02 425 55 80 0,86 1,480 0,084

B. brizantha 50 02 4,20 7,5 106 0,6 1,035 0,084
B. decumbens 5,1 0,1 4,30 7,0 108 0,77 1,330 0,084
B. humidicola 5,5 0,0 4,00 7,0 79 0,89 1,470 0,084

Neste ensaio, 0s parametros avaliados foram potencial de nitrificacao e
de desnitrificacdo, biomassa microbiana de C e N e contagem de microorganismos
fixadores de nitrogénio.

O termo potencial de nitrificacdo tem sido aplicado para medidas de
taxas de nitrificacdo obtidas em condicbes de laboratério, sabendo que o
processamento das amostras para incubacao, incluindo peneiramento, secagem,
armanezagem, etc., perturbam as amostras. Essas perturbac¢des, combinadas com
as condi¢cbes de incubacédo (temperatura, umidade, etc.) sdo diferentes daquelas
encontradas no campo, assim sendo, resultando em taxas de nitrificacdo também
diferentes (Hart et al.,, 1994). Nesse sentido, o termo potencial de nitrificacdo néo
necessariamente quantifica a taxa maxima de nitrificacdo encontrada no campo,
mas sim, aquela definida pelas condi¢cbes de incubacdo. Sabendo disso, analisou-se
o potencial nitrificador, utilizando 2 erlenmeyers de 250 mL contendo 50 g de solo,
adicionado de 1 mL de solucdo de (NH4)2S0O4 (25 mg/L) e agua suficiente para

elevar a umidade a capacidade de campo. Em outros dois erlenmeyers foi realizado
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0 mesmo procedimento sem o acréscimo de fonte de nitrogénio. Os frascos foram
vedados e incubados a 30° C, no escuro, durante 2 semanas. Apés incubacéo, fez-
se extracdo com KCI 2N (relacéo 3:1) e o extrato foi analisado para nitrato e amonio,
pelo método do FIA, de acordo com Andrade et al. (1994).

Fez-se também a determinacdo do potencial de desnitrificacdo
utilizando amostras de 25 g do mesmo solo adicionadas de 3 mL de uma solucao
nutritiva (2,59 de caldo nutritivo e 1,5g de KNO3), incubadas em erlenmeyer de 125
mL, com trés repeticdes para cada amostra. Os erlenmeyers foram vedados com
subba-seal e, por 4 vezes consecutivas, procedeu-se ciclo de vacuo alternado de
injecdo de gas hélio, para ter o sistema livre de O2. Posteriormente injetou-se 10%
de acetileno na atmosfera do erlenmeyer, sabendo que o acetileno inibe a reducéo
enzimatica do N20 para N2 e que, geralmente, 1 a 10% do volume é necessario
para que isto ocorra. Assim, a desnitrificacdo pode ser medida pela quantidade de
N20O produzida em solos tratados com acetileno. A porcentagem de perda de N
como N20 e como N2 pode ser estimada pela quantidade de N20O emitido do solo,
adicionado ou n&o de nitrogénio.

Os erlenmeyers foram incubados a 300C, no escuro durante 4 dias, e
amostras de sua atmosfera foram tomadas nos tempos 1, 24, 72 horas da
incubacdo. As analises foram realizadas em cromatografia gasosa utilizando coluna
de Porapak Q 100-120 mesh, N2, forno 600C, injetor 1200C e detector 3750C.

Realizou-se contagem de UFC (unidade formadora de colbnia) de
microorganismos fixadores de nitrogénio (diazotréficos), presentes no solo (rizosfera)
e na raiz das plantas, para tanto, utilizou-se o método de plaqueamento “spread”, em
meio Thornton modificado: 1g de glicose, 1g de manitol, 1g de malato, 10 mL de
K2HPO4 (10%), 2 mL MgSO4.7H20 (10%), 10 mL de CaCl2.2H20 (10%), 1mL de
NaCl (10%), 0,2 mL de FeClI3.6H20 (1%), ciclohexamida (150 mg/L) e 12 g de agar,
pH 7,4.

Ao se proceder a diluicdo das amostras de solo, pesou-se 10 g e diluiu-
se em 90 mL de solucédo salina (0,9 %) sucessivamente até 10-8. As raizes, apos
lavagem em agua corrente, foram pesadas e trituradas com 90 mL de solugdo salina
(0,9 %) em liquidificador, obtendo-se assim, uma suspensdo que correspondeu a
diluicdo 10-1, a partir da qual realizou-se diluicdes sucessivas. Aliquotas de 0,1 mL
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das diluicbes 10-3 a 10-6, das amostras de solo e raiz, foram transferidas para
placas de Petri contendo o meio de cultura especifico solidificado. Para cada
amostra utilizou-se trés repeticdes. As placas foram incubadas a 300C, no escuro,
durante 5 dias.

Para quantificacdo da biomassa microbiana, pesou-se 20 g de solo
umido em frascos snap-cap (capacidade: 100-150 mL), com quatro repeticdes para
cada tratamento. As amostras ndo-incubadas foram extraidas com K2SO4 no
mesmo dia (tempo 0), sendo o filtrado guardado em geladeira, em frascos de vidro
com tampa até que se processasse a analise. As amostras e dois outros frascos
contendo apenas 60 mL de K2SO4 (branco), foram fumigadas com 20 mL de
cloroférmio livre de etanol, ficando durante 24 horas em contato com o vapor
fumigante. Fez-se vacuo no dessecador com bomba e, apds, incubou-se a 30° C, no
escuro, durante 10 dias. Ao final do periodo de incubacao, a valvula do dessecador
foi aberta para permitir a entrada de ar. Novamente, fez-se vacuo no dessecador,
intercalando com aberturas da valvula, varias vezes consecutivamente, até que nao
mais se percebesse o cheiro de cloroférmio das amostras de solo.

Em cada uma das amostras de solo, fumigadas ou néo, adicionou-se
60 mL de sulfato de potassio 2M e agitou-se por 30 minutos em agitador horizontal a
220 rpm, no préprio frasco usado para a incubagdo. Deixou-se decantar por 30
minutos e filtrou-se o sobrenadante em papel de filtro (Whatman 42). O filtrado foi
recolhido em frascos de vidro, fechados e armazenados em geladeira. As analises
de C e N do filtrado, das amostras fumigadas e ndo-fumigadas foram realizadas no
mesmo dia.

O C organico no extrato foi determinado por digestao do filtrado com 2
mL de dicromato de potassio e 15 mL de uma mistura de duas partes de acido
sulfirico e uma parte de acido fosférico. A mistura final foi fervida ligeiramente
durante 20 minutos e apoés resfriamento, o excesso de dicromato foi determinado por
titulacdo com sulfato ferroso amoniacal usando fenolftaeina, como indicador do
ponto de viragem.

O N orgéanico do extrato das amostras de solo foi determinado pelo

método de Kjeldahl.
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A biomassa microbiana de C e N das amostras de solo foi quantificada
utilizando as férmulas abaixo:
Biomassa de C = EC
Biomassade N=EN. 14. NHCIl/g

Onde, EC ¢ a fracdo de C encontrada no extrato liberado pelo cloroférmio (fumigado
— ndo-fumigado), EN é a fracdo de N encontrada no extrato liberado pelo cloroférmio
(amostra fumigada — amostra ndo-fumigada), 14 é o peso molecular do nitrogénio,
NHCI = normalidade do acido usada para titular o extrato e g = peso seco da

amostra de solo.

3.1. Ensaio com plantio direto e convencional

O experimento foi desenvolvido em condi¢des de laboratério e constou
de 8 tratamentos (com 3 repeticbes), a saber: testemunha; adicdo de 0,06 g de
(NH4)2S04 (150 mg/N); adicao de 0,06 g de (NH4)2S0O4 (150 mg/N) + 0,32 g de
glicose (1600 ng de C/g); adicdo de 0,35 g de KNO3 (150 mg/N) + 0,32 g de glicose
(1600 ng de C/g) ; adicdo de 0,35 g de KNO3 (150 mg/N) + atmosfera de He + 10%
de acetileno; adicéo de 0,8 g de palha de aveia (4200 ng de C/g) ; adicdo de 0,06 g
de (NH4)2S04 (150 mg/N) + 0,8 g de palha de aveia (4200 ng de C/qg); adicédo de 0,8
g de palha de ervilhaca (4200 ng de C/g) e branco (frasco sem solo). Todos os
tratamentos tinham 80 g de solo umedecidos a capacidade de campo.

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho Escuro,
textura argilosa, coletado em Uberlandia-MG (Brasil), sob 3 anos de plantio direto
com reversao para plantio convencional (primeiro ano).

As caracteristicas quimicas do solo sao as seguintes: Plantio Direto: pH
5,9; P=11,5 ng/g; K=1,565 nyg/g; Ca=30,75 mmolc/dm3; Mg=9,75 mmolc/dm3;
CTC=65; V(%)=63,75; M.O. = 40,75 g/kg. Plantio convencional: pH 5,8; P=7,7 ny/g;
K=1,87 ng/g; Ca=32 mmolc/dm3; Mg=9,0 mmolc/dm3; CTC=60; V(%)=71; M.O. =41
a/kg
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Os parametros analisados foram liberagcdo de CO2 do solo, contagem
do numero de células viaveis de microrganismos desnitrificadores (NMP), N20
produzido e niveis de nitrato e aménio do solo.

Para acompanhamento de CO2 liberado, amostras de 80 g de solo
seco, peneirado a 2 mm, foram incubadas junto com um frasco contendo 10 mL de
NaOH 1N, em jarros de tampa rosqueavel, com capacidade volumétrica de 3 L, no
escuro, a 30° C.

Apbs o periodo de incubacao, renovou-se a solucdo de NaOH de cada
jarro, adicionou-se nesta, 2,5 mL de BaCl2 2N, a fim de precipitar o Na2CO3
formado. A seguir, as amostras de soda foram tituladas com HCI 0,5N, usando como
indicador do ponto de viragem (rosa para branco leitoso), cinco gotas de solucao
alcodlicas de fenolftaleina.

Determinou-se o CO2 desprendido do solo, através da aplicacdo da
seguinte equacao: mg C.g-1 de solo = (Vb —Va).NHCI . 6

onde: Vb = volume, em mL, de HCI gasto para titular NaOH do branco

Va = volume, em mL, de HCI gasto para titular cada amostra
N = normalidade do &cido usado

6 = peso equivalente do carbono

Para acompanhamento do CO2 liberado, as leituras foram feitas aos 0,
1, 3, 5 e 7 dias de incubacao.

As populagdes de microrganismos desnitrificantes foram quantificadas
através do método do Numero Mais Provavel (NMP) (Cochran, 1950), a partir de
amostras compostas de solo procedeu-se as diluicbes seriadas, utilizando-se o
seguinte meio de cultivo: 8 g de caldo nutritivo, 0,5 g de NO3 e 1000 mL de agua
destilada.

Os resultados do Numero Mais Provavel de microrganismos
desnitrifcantes foram calculados usando a tabela de probabilidade de DeMan (1983)
e foram expressos por grama de solo seco.

Dez gramas de cada amostra composta de solo foram diluidas em
erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de solucdo salina 9% esterilizada. A partir
desta diluicdo (10-1) inocularam-se 5 séries de dilui¢cdo, cada série de 10-2 a 10-9,



15

dispostas em 40 tubos de ensaio contendo meio de cultura e um tubo de ensaio de
menor tamanho, colocado de cabeca para baixo para que capturasse 0 gas
produzido pelas populacdes desnitrificantes. Os tubos continham 9 mL de meio de
cultura e, ao serem inoculados com 1 mL da diluicdo 10-1 de solo foram, além de
frascos de diluicdo seriada, o meio de crescimento dos grupos microbianos em
analise. Ao final do periodo de incubacdo, apoés leitura do NMP uma aliquota do
meio de cultura foi retirada e analisada para nitrato através do método FIA (Andrade
et al., 1994).

Os tubos de ensaio contendo meio de cultura, depois de transferidos
com aliquotas de 1,0 mL da suspensao de solo, foram incubados, no escuro, a 30°
C, durante 11 dias.

Os jarros com o tratamento solo a 80% da capacidade de campo + 0,35
g de KNO3 + atmosfera de He + 10% de acetileno, foram incubados no escuro, apos
realizacdes de 3 vacuos sucessivos e sua atmosfera ter sido trocada por Hélio, além
disso, adicionou-se 30 mL de acetileno (para que N20 se acumulasse, uma vez que
0 acetileno impede a formacdo de N2). A quantificacdo do N20 formado foi feita
usando cromatografia gasosa (equipamento modelo XL-Perkin Elmer), equipada
com detector de captura de elétrons (DCE), cujas condi¢cdes de uso foram pré-
estabelecidas como sendo: temperatura do forno de 60° C, temperatura de injecao,
120° C, temperatura do detector, 375° C e fluxo do carreador de 35 mL/min,
descritas por Moiser & Mack (1980).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaio com Brachiaria

B. radicans foi a graminea utilizada como referéncia neste estudo,
considerando ser esta uma pastagem muito exigente em N disponivel. No que diz
respeito aos parametros de biomassa microbiana, observou-se sensiveis diferencas
em C microbiano, variando de 315 a 540 mg de C-microbiano.g-1 de solo (Tabela 1),
onde os valores mais altos corresponderam ao solo sob B. humidicola, que superou

em cerca de 19 % a testemunha (B. radicans).
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Tabela 1. Biomassa microbiana, quantificada pelo conteddode C e N, em solo

extraido da rizosfera de Brachiaria.

Biomassa Microbiana

C N C:N

(ng/ g solo) (ng/ g solo)
B. brizantha 314.7 48.5 6.5
B. radicans 451.6 75.6 6.0
B. decumbens 417.1 56.3 7.4
B. humidicola 539.7 74.2 7.3

Quanto a N microbiano, os valores encontrados variaram entre 48 a 76 mg
de N.g-1, sendo que o valor mais alto foi encontrado em B. radicans, que no campo
vem apresentando o crescimento mais pobre. Como os valores de C microbiano
encontrados neste trabalho foram elevados, poderia se deduzir que grande parte do
N potencialmente disponivel as plantas estaria imobilizado na biomassa microbiana.
Este mesmo comportamento tem sido observado em solos de cerrado sob pastagem
degrada de Brachiaria (Urquiaga, comunicagao pessoal).

Os dados da relagcdo C/N da biomassa microbiana (Tabela 2),
estiveram ao redor de 6,79 com minima variacdo entre os tratamentos, o que indica
gue a comunidade microbiana nos diferentes tratamentos era bastante semelhante.
Isto poderia ser corroborado, em parte, pelos resultados da avaliagdo da populagéao
de diazotroéficos, no solo e nas raizes das plantas, dos diferentes tratamentos, onde
nado foram encontradas diferencas marcantes entre as espécies, tanto no solo (0,3 a
6,0.107 UFC) quanto nas raizes (0,3 a 4.106 UFC).
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Tabela 2. Numero de batérias diazotréficas (UFC) de solo e raiz avaliadas por

contagem em placas.

Colonias (UFC)

Solo (" 107) Raiz (" 106)
B. brizantha 1.0 0.5
B. radicans 0.5 0.3
B. decumbens 0.3 0.5
B. humidicola 6.0 4.0

Observando a Figura 3, do potencial de nitrificacdo no solo extraido da
zona de influéncia das raizes encontrou-se que o potencial de nitrificacdo nos
tratamentos B. brizantha, B. radicans e B. humidicola aumentou sensivelmente,
acompanhando o comportamento do C da biomassa microbiana que também
aumentou no mesmo sentido. Tal fato somente ndo foi observado para B.
decumbens que, apesar de apresentar valores de biomassa microbiana médios (C-,
N-microbiano) em relacdo as demais espécies, a taxa de nitrificacdo neste

tratamento, foi praticamente nula.

mgy N-NO, / g solo
N

Bri Rad Hum Dec

Figura 1. Nitrificacdo potencial em solos extraidos da rizosfera de quatro espécies
de Brachiaria.
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Por outro lado, o potencial de desnitrificacdo (Figura 2), apresentou um
comportamento, que no geral, tendeu ao oposto do observado para o potencial de
nitrificacdo, onde claramente destaca-se a influéncia de B. decumbens com o mais
alto potencial de desnitrificagéo. Para este fato, ndo se tem uma explicagéo clara,
mas poderia se pensar que B. decumbens condiciona o desenvolvimento de uma

comunidade microbiana desnitrificante.

5
I B. brizanta
4 [ B. radicans I
[ B. humidicola
o I B. decumbens T
o)
(7] 3 -
o
@)
N
<
pd 2
1 -
0 N = m i
T T T
0 24 72

Figura 2. Desnitrificacdo potencial de solos extraidos da rizosfera de quatro
espécies de Brachiaria.

Ensaio com plantio direto e convencional

Observou-se que, no solo sob plantio convencional, a quantidade de
CO2 (Figura 3), liberada no tratamento testemunha foi muito baixa e praticamente
nula, durante o periodo de incubagdo, demonstrando claramente uma menor
atividade microbiana. Isto se deve, provavelmente, devido a manipulagdo do solo
durante o preparo das amostras, por exemplo quando secou-se as amostras a

sombra, lembrando que a biomassa microbiana é altamente dependente da umidade
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do solo e neste processo ela diminui drasticamente quanto ao inéculo microbiano
nativo.

No solo procedente de sistema de plantio direto observamos um
pequeno aumento na atividade microbiana no tratamento testemunha, no quarto dia
de incubacéao, a partir do qual estabilizou-se.

O efeito da adicao de residuos de colheita (palha de ervilhaca ou palha
de aveia) tiveram praticamente o0 mesmo comportamento em ambos sistemas. A
Unica diferenca foi observada quando adicionou-se glicose + NH4. No sistema de
plantio convencional os valores de CO2 liberado foram praticamente duas vezes
maiores que no sistema de plantio direto, sendo que, no primeiro sistema, o
tratamento com adicdo de glicose + amonio, superou em mais de 100% o tratamento
com adicéo de giclose + nitrato, enquanto que no plantio direto ambas as fontes de
nitrogénio apresentaram um mesmo comportamento. Estes resultados levam a

pensar que a relacdo C/N do residuo de colheita foi mais importante para a

mg. CO,/ g solo

K
:

220l 24l

17/ul 180ul 200ul 22/l 243l 170ul 180ul 200ul
Tratamentos
—o— TesHum —— (\H),30,+Gic  —— Pahagam
— (M),  —— KNO,+Gic —— Pahagam+(\H), 30,
Paha envihaca

Figura 3. Evolugdo do CO2 da populacdo microbiana do solo sob plantio

convencional e direto.
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foi mais importante para a velocidade de decomposicdo. Ao se aplicar glicose +
nitrato, o CO2 liberado apresentou 0s menores valores entre os dois sistemas.
Conhecendo-se que o nitrato ndo é a fonte de nitrogénio preferencial utilizada pelos
microorganismos, pode-se, assim, deduzir que o N amoniacal do solo nao foi
suficiente para garantir o incremento do crescimento microbiano para degradar
glicose. Quando adicionou-se NH4 (fonte de nitrogénio preferida pela biomassa), a
glicose foi rapidamente consumida. Adicionalmente pode-se observar que palha de
ervilhaca (C/N = 22) é decomposta mais rapidamente que a palha de aveia (C/N =
45), o que pode estar associado a uma menor relacdo C/N de ervilhaca, comparado
a aveia. Observou-se que a adicdo de NH4 + aveia elevou a velocidade de
degradacdao deste residuo de colheita em relacéo ao tratamento onde nédo adicionou-
se amobnio. Além disso, os menores valores de CO2 liberado dos tratamentos de
adicdo de palha, comparado com glicose + amoénio, pode ser explicado pela
natureza quimica dos compostos carbonatos (celulose, lignina, etc.) destes
materiais, que por estarem mais polimerizados, estariam menos disponiveis ao
ataque microbiano.

A grande diferenca entre os solos dos dois sistemas é que no sistema
de plantio direto existiria um maior equilibrio entre os componentes microbianos de
tal forma que o sistema fica mais conservativo em relacao a preservacao/acumulo de
carbono (humus). Em plantio convencional € provavel que tenha promovido um
desenvolvimento de microorganismos eficientes na assimilagdo de amoénio. Estes
resultados poderiam explicar, em parte, porque no plantio convencional a matéria
organica se oxida mais facilmente, o que foi sempre atribuido ao efeito fisico do
preparo do solo, que favorece a aeracdo do sistema, mas também, pode ser
consequéncia da adicdo de substancias amoniacais incrementando o efeito.

Comparou-se também o potencial de desnitrificacdo e NMP de
desnitrificadores nos dois sistemas, ndo sendo observadas grandes diferencas entre
0s potenciais de desnitrificacdo entre os tratamentos avaliados nos dois sistemas. O
tamanho da populagdo também néo diferiu significativamente entre os dois sistemas
de plantio estudados. Sendo que no plantio convencional observou-secrescimento
até a diluicdo 10-7, porém, a variacdo entre as contagens foram muito grandes.
Avaliou-se também a concentracdo de nitrato presente nos tubos de ensaio do NMP,
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sendo que o0s menores valores foram encontrados no meio de cultura

correspondente ao solo sob plantio direto.

Tabela 3. Concentragcdo de NO3 e percentagem de tubos com crescimento de
desnitrificadores provenientes de solos sob plantio direto e convencional.

P. Direto P. Convecional
Diluicdo | %TC NO; | %TC  NO;
-2 100 0 100 0
-3 100 0 100 0
-4 100 38 100 51
-5 100 70 100 61
-6 80 54 100 66
-7 0 51 60 71
-8 0 42 0 62
-9 0 59 0 66
%TC= % de tubos com crecimento; NOz;=en ppm
40
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Figura 4. Desnitrificagéo potencial de solos sob plantio direto e convencional
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Através da evolucao de N-N20 (em um periodo de 72 horas) observou-
se tendéncia maior desnitrificacdo em solos sob plantio direto. Estes resultados sé&o
bastante condizentes com a literatura onde, em solos sob plantio direto dariam-se
melhores condi¢cdes para desnitrificadores que em solos cultivados em sistema
convencional (Figura 5).
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