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“Querem que vos ensine o modo de chegar a ciéncia verdadeira? Aquilo que se
sabe, saber que se sabe; aquilo que ndo se sabe, saber que ndo se sabe; na
verdade é este o saber”

(Confucio)

“O papel dos infinitamente pequenos é infinitamente grande”
(Louis Pasteur)



NAVROSKI, Deisi. Atributos microbiolégicos em solos sob aplicacdo continua
e interrompida de dejeto liqguido de suinos. 2018. 86 f. Dissertagao (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

RESUMO

O uso continuo de dejeto liquido de suinos (DLS) como fertilizante organico em
areas agricolas € uma pratica comum no Brasil e afeta varios atributos do solo.
Objetivou-se avaliar atributos microbiolégicos do solo submetido a aplicagao
continua (28 anos) e interrompida (5 e 12 meses) de DLS. O experimento foi
estabelecido em 1988 em um Latossolo Vermelho Distroférrico sob sistema de
plantio direto para produgao de graos, disposto em delineamento de blocos ao
acaso. Durante 28 anos (1988 a 2016) foram aplicadas doses de 0, 15 e 30 m> ha™
de DLS duas vezes ao ano, antecedendo as safras de verao e de inverno. Em 2016,
as parcelas foram divididas (exceto controle) e houve a interrupg¢ao da aplicagéo de
DLS em meia parcela, gerando o esquema fatorial 2 x 2 sendo duas doses de DLS
(15 e 30 m® ha™) e duas condigdes de aplicacdo (continua ou interrompida). Foram
realizadas duas coletas de solo, aos cinco e aos doze meses apds a interrupgao,
nas profundidades de 0 — 10, 10 — 20 e 20 — 40 cm. Avaliou-se o carbono e o
nitrogénio da biomassa microbiana (CBM e NBM), respiracdo basal do solo (RBS),
quociente metabdlico (qCO;) e microbiano (qMIC), e atividade das enzimas
arilsulfatase (AR), B-Glicosidase (B-G), fosfatase acida (FA) e basica (FB) e hidrdlise
do diacetato de fluoresceina (FDA). Alguns atributos quimicos do solo como P
disponivel, carbono organico total (COT), pH, Al**, acidez potencial (H*+AI**), Ca®*,
Mg®* e K* também foram avaliados. A diversidade genética microbiana foi avaliada
pela da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) para os
dominios Bacteria, Archaea e Eukarya (fungos). A interrupgéo da aplicacédo de DLS
reduziu o CBM em 5% na coleta 1 e 14% na coleta 2 em relagdo a aplicagéao
continua. O NBM e RBS também foram reduzidos quando a aplicacdo de DLS foi
interrompida. O qCO; nao foi alterado pela interrupcdo, mas mostrou-se elevado na
dose 30 m®* ha™. O COT e o gMIC n3o foram influenciados pelos fatores testados. A
aplicacao continua proporcionou maior atividade para as enzimas AR, -G e FB. A
FDA n3o foi influenciada pela interrupcdo, mas foi maior na dose 30 m® ha™ de DLS.
Os teores de P, M92+ e H'+APl** do solo variaram com o fator dose de DLS, mas ndo
pela interrupcdo da aplicagdo. O perfil da comunidade de bactérias e arqueas
mostrou similaridade acima de 60% entre os tratamentos. Os indices de diversidade
e riqueza bacteriana foram mais altos em comparagdo aos encontrados para
comunidade fungica e de arqueas. A interrupcao teve efeito acentuado sobre os
fungos do solo, que tiveram a diversidade diminuida em funcdo do aumento da
dominancia de espécies. A diversidade de microrganismos foi maior na dose de 15
m? de DLS ha™", independente da interrupgdo. Foi possivel concluir que a interrupcéo
da aplicagdo de DLS até 12 meses tém efeito sobre a biomassa, diversidade e
atividade de microrganismos do solo, mas n&o provoca efeito significativo sobre os
atributos quimicos.

Palavras-chave: Atividade microbiologica. Biomassa microbiana. Diversidade
microbiana. Dejeto animal. Enzimas do solo.



NAVROSKI, Deisi. Microbiological attributes in soils under continuous and
interrupted application of pig slurry. 2018. 86 p. Dissertation (Master's degree in
Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

ABSTRACT

The continuous use of pig slurry (PS) as nutrient source in agricultural areas is a
common practice in Brazil and affects several soil attributes. The aim was to
evaluate the microbiological attributes of a soil submitted to continuous (28 years)
and interrupted (5 and 12 months) application of PS. The experiment was
established in 1988 on a Rhodic Ferralsols under no-tillage system for grain
production, arranged in a randomized block design. For 28 years (1988 to 2016)
doses of 0, 15 and 30 m® ha™ of PS were applied twice a year before the summer
and winter crops. In 2016, the plots were divided and the application was interrupted
in half of the plot, generating a 2 x 2 factorial scheme, with two doses of PS (15 and
30 m® ha) and two application conditions (continuous or interrupted). Two soil
samples were taken, at five and twelve months after the interruption, at depths of O -
10, 10 - 20 and 20 - 40 cm. Microbial biomass carbon (MBC) and microbial biomass
nitrogen (MBN), soil basal respiration (SBR), metabolic (qCO) and microbial (qMIC)
quotient, and arylsulfatase (AR), B-glucosidase (B-G), acid phosphatase (AP) and
basic (BP) activities and hydrolysis of fluorescein diacetate (FDA) were assessed.
Some soil chemical attributes such as available P, total organic carbon (TOC), pH,
AI**, potential acidity (H + Al), Ca**, Mg** and K* were also quantified. The microbial
genetic diversity was evaluated through the Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) for the Bacteria, Archaea and Eukarya (fungi) domains. The interruption of
PS application decreases MBC by 5% in the first sampling and by 14% in the second
sampling. MBN and SBR were also reduced when application of PS was interrupted.
The qCO; did not change with the interruption, but was higher in the dose of 30 m?
ha'.TOC and gMIC did not present differences for both factors tested. The
continuous application provided higher activity of AR, -G and BP enzymes. The
FDA did not change with the interruption, but was higher with 30 m* ha™ of PS. The
levels of P, Mg?* and H'+A”** in soil change with dose, but was not affected by
interruption of application. The genetic profile of the communities of bacteria and
archaea showed similarity above 60% among all treatments. The diversity and
richness index of the bacteria were higher than fungal and archaeal communities.
The interruption of PS application had an accentuated effect on the soil fungi, which
had their diversity diminished, whoreas dominance of species increased. The
diversity of microorganisms was higher at 15 m® ha' of PS, regardless of the
interruption. It was concluded that the interruption of the application of PS after 12
months affected the quantity, diversity and activity of the soil microorganisms, but did
not have a significant effect on the chemical attributes.

Keywords: Microbiological activity. Microbial biomass. Microbial diversity. Animal
manure. Soil enzymes.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade que tem grande relevancia para
desenvolvimento social e econdmico do Brasil. Os Estados de Santa Catarina, Parana
e Rio Grande do Sul séo responsaveis por grande parte dos suinos abatidos no pais,
com a producdo de grande volume de dejetos suinos. A producdo de suinos €
realizada, predominantemente, em sistema de confinamento, o que torna a forma
liguida de dejetos a mais representativa, denominado DLS (dejeto liquido de suinos).

O DLS é muito utilizado como fertilizante organico nos solos agricolas,
pois apresenta em sua COmMpOSICA0 mMacro e micronutrientes, contribui para o
fornecimento de matéria organica e fontes de carbono que estimulam a biomassa e a
atividade microbiana. Além disso, pode apresentar vantagens econdmicas por
substituir parcialmente ou totalmente os fertilizantes minerais, reduzindo os custos de
producdo pelos agricultores. No entanto, o custo de transporte do DLS para areas
distantes é elevado, o que restringe seu campo de utilizacdo e acaba fazendo com
que seja aplicado em grandes quantidades e por periodo prolongado em uma mesma
area.

Com isso, 0 uso excessivo do DLS em uma mesma area torna-se um
fator de risco ambiental, pois pode modificar propriedades quimicas, fisicas e
biolégicas do solo, devido ao acumulo de sais, metais pesados e introducdo de
organismos patogénicos. Essas mudancas influenciam principalmente a microbiota do
solo — por ser o compartimento vivo e mais sensivel — de maneira direta e indireta. Os
efeitos diretos estdo ligados a propria toxicidade de elementos sobre o0s
microrganismos, e os efeitos indiretos por afetar o desenvolvimento das plantas, que
estimulam a microbiota através dos exsudatos radiculares.

Para prevenir efeitos negativos com o uso de DLS, uma das
alternativas seria reduzir o nimero de aplicacdes anuais ou a dose aplicada. No
entanto, a interrupcdo de DLS ainda precisa ser estudado. Diante disso, esta
dissertacéo foi realizada com o objetivo de compreender o efeito que a interrupgéo
provocaria avaliando-se atributos microbiologicos do solo em comparacao a area que
continuou a receber o residuo. Para isso, os resultados deste trabalho, foram divididos

em dois artigos.
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No artigo A, buscou-se compreender os efeitos da interrupcdo da
aplicacao de DLS sobre o carbono e o nitrogénio microbiano, atividade metabdlica e
o perfil genético das comunidades microbianas.

No artigo B, o objetivo foi avaliar a atividade enzimética do solo sob
aplicacdo continua e interrompida de DLS, e as correlagcbes das enzimas com 0s
atributos quimicos.

A hipétese testada neste trabalho foi de que a interrupcdo até 12
meses da aplicagdo de DLS em solo cujo dejeto foi aplicado durante 28 anos resulta
em alteracbes na quantidade e atividade microbiana, na estrutura genética e na
diversidade da comunidade microbiana do solo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar atributos microbiol6gicos em um
Latossolo Vermelho Distroférrico sob aplicacao continua por 28 anos de dejeto liquido

de suinos, em comparacéo a interrupcao da aplicacdo por 5 e 12 meses.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEJETO LiQuIDO DE SUINOS (DLS) NA AGRICULTURA

Segundo o relatorio anual da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA, 2017), em 2016 o Brasil foi o quarto maior produtor de carne suina no
mundo, totalizando 3,73 milhdes de toneladas. A regido sul do Brasil foi a responsavel
por 69% do total de suinos abatidos no Pais, sendo o Estado de Santa Catarina o
maior abatedor, seguido pelo Parana e Rio Grande do Sul.

A suinocultura é uma das atividades mais importantes para economia
nacional, devido a geracdo de emprego e renda (CARDOSO; OYAMADA; SILVA,
2015; SOUZA et al. 2013). Além disso, apresenta importancia social pois essa
atividade é praticada em pequenas propriedades rurais (SOUSA et al., 2014). Como
consequéncia dessa producdo, principalmente em sistema de confinamento, ha um
grande volume de dejetos suinos gerados. O dejeto liquido de suinos representa 95%
do total de dejetos suinos, assim denominado como DLS (dejeto liquido de suinos)
(KONZEN, 2003).

O DLS é um residuo constituido de fezes, urina, restos de racéo e
agua de lavagem das instalacdes (BERTONCINI, 2011) e sua composi¢ao quimica &
muito variadvel em funcdo de fatores como raca, idade, alimentacdo e eventuais
tratamentos dos animais (CORREA et al., 2011).

Estima-se que o volume médio de efluentes produzidos por um suino
na fase de crescimento e terminacgéo seja de 3,5 L/dia. Nessa estimativa, acrescenta-
se 1 L de &gua por suino, que € uma estimativa da quantidade de 4gua usada pelos
produtores para limpeza das baias, tem-se um volume de DLS produzido por suino de
4,5 L/dia (OLIVEIRA; SILVA; PERDOMO, 2012). Assim, como em 2016 foram
abatidas 42,3 milhdes de cabecas de suinos (IBGE, 2017), estima-se que o volume
de DLS gerado por dia ficou em torno de 192 milhdes de litros.

O manejo do DLS gerado pode ser feito por meio de armazenagem
ou tratamento, para sua posterior reutilizacdo. Algumas alternativas mais utilizadas
como forma de tratamento s&o as lagoas de decantagdo, biodigestores,
compostagem, cama sobreposta, estequeiras e bioesterqueira (CARDOSO;
OYAMADA; SILVA, 2015; CORREA et al., 2011; KUNZ; HIGARASHI; OLIVEIRA,
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2005). A escolha de qual tratamento usar dependera do sistema de producéo, da
quantidade de dejetos produzidos, do local e dos recursos financeiros do pecuarista.

O manejo de DLS mais comum no Brasil € o tratamento em
esterqueiras e lagoas de decantacgéo, pois possibilita uso posterior como fertilizante,
apresentam facilidade operacional e, principalmente, baixo custo de instalacdo e
manutencdo (CARDOSO; OYAMADA,; SILVA, 2015). O objetivo destes tratamentos
antes da reutilizacdo do DLS é ocasionar a fermentacgéao bioldégica da matéria organica
que acelera a mineralizacdo dos nutrientes e diminui o potencial de in6culo de
organismos com risco sanitario e ambiental (SEGANFREDO, 2012). A reutilizacdo do
DLS como fertilizante organico deve ser realizada de maneira criteriosa, levando-se
em consideracdo o tipo de adubacdo (manutencdo ou correcdo), a composicao
quimica DLS, o tipo de solo, a exigéncia da cultura e a época de aplicacdo (OLIVEIRA,;
SILVA; PERDOMO, 2012).

Seguindo os critérios acima, o uso de DLS nas areas agricolas
acarretard em vantagens, como 0 aumento de matéria organica do solo (MOS)
(LOURENZI et al., 2011; MORALES et al., 2016; PLAZA et al., 2004), aumento nos
teores de nutrientes (CORREA et al. 2011; COUTO et al., 2013), maior atividade e
diversidade da macrofauna e de microrganismos (BALOTA et al., 2014; LI et al., 2015;
SILVA et al., 2014) e melhorias em atributos fisicos ligados a estrutura do solo
(RAUBER et al., 2012).

Além disso, o uso de DLS é vantajoso economicamente — quando
comparado ao preco dos fertilizantes minerais — pois reduz os custos de producao
durante a implantacdo das culturas agricolas. No entanto, a viabilidade econémica do
uso agricola do DLS depende do conteldo de massa seca e da distancia entre a
granja de suinos e a lavoura. Como o custo de transporte para areas distantes é
elevado, o DLS acaba sendo aplicado muitas vezes e em grande quantidade na
mesma é&rea, podendo ocasionar contaminacdo ambiental (ALVES; MESQUITA
JUNIOR ; ALVES NETO, 2016; BERTONCINI, 2011; MIYAZAWA; BARBOSA, 2015).

Quando o manejo do DLS como fertilizante € deliberado pelo uso
prolongado e de doses excessivas na mesma area, pode-se observar danos
ambientais como a contaminacgéo de rios e lengois subterraneos, emissédo de gases
nocivos, acumulo de nitratos, sais e metais pesados no solo e patégenos (BASSO et
al., 2012; GIROTTO et al, 2010; KUNZ; HIGARASHI; OLIVEIRA, 2005;
HERNANDEZ; POLO; PLAZA, 2013).
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A aplicacdo de DLS nas areas agricolas tem sido objeto de diversos
estudos, especificamente no campo da ciéncia do solo ao avaliar as propriedades
fisicas e quimicas (COMIN et al. 2013; SCHERER; BALDISSERA; NESI, 2007,
SCHERER, NESI; MASSOTTI, 2010; CHERUBIN et al.,, 2015), biologicas,
microbioldgicas e bioquimicas (BALOTA; MACHINESKI; TRUBER, 2011; BALOTA et
al., 2014; PLAZA et al., 2004; SOUSA et al., 2014; SILVA et al., 2015; SILVA et al.,
2014). Apesar disso, duvidas ainda persistem sobre o efeito do uso do DLS na
dindmica funcional do solo, principalmente em &reas que ja fazem uso do DLS por
periodo prolongado.

A atividade suinicola deve seguir a legislacdo ambiental, como a Lei
n° 6.938 de 1981, que dispbe sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente e objetiva
preservar ou melhorar a qualidade ambiental, ressaltando importantes definices de
poluicdo e poluidor (BRASIL, 1986). Outra legislacdo que apresenta relacdo direta
com a suinocultura € a Lei n° 9.433/97, que estabelece a Politica Nacional de
Recursos Hidricos (BRASIL, 2000). Além disso, deve-se atentar aos valores
orientadores de referéncia de qualidade (VRQ) que estipulam a concentracdo maxima
permitida para Cu, Zn e Mn, conforme Resolucdo n. 420/2009 (alterada pela
Resolucdo CONAMA n° 460/2013) do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2009).

2.1.1 Uso de DLS e Biomassa Microbiana do Solo

As aplicacbes de DLS podem resultar em aumento da biomassa,
atividade, diversidade e funcionalidade dos microrganismos do solo (BALOTA, 2017,
MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003; INSAM; HUTCHINSON; REBER,
1996; Ll et al., 2015; SEGANFREDO; 2012), pois representa uma fonte de nutrientes
e energia benéfica a biomassa microbiana do solo (BMS). No entanto, metais pesados
e outros compostos deletérios podem estar presentes na composicdo do DLS,
provocando diminuicdo da biomassa microbiana e, consequentemente, na qualidade
do solo (BASSO et al., 2012; INSAM; HUTCHINSON; REBER, 1996; QUADRO et al.,
2011). A reducgao da qualidade do solo compromete sua capacidade em sustentar a
produtividade biologica, manter a qualidade ambiental e promover a saude de
pessoas, animais e plantas (DORAN; PARKIN, 1994).
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Por serem sensiveis as mudancas no ambiente, atributos
microbiolégicos sdo amplamente usados como indicadores de qualidade do solo,
devido ao manejo, adi¢do de dejetos ou poluicdo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007; HE et
al., 2003; STEFANOWICZ et al., 2012). Os teores de C, N e P da biomassa microbiana
(CBM, NBM e PBM), atividade enzimatica e respiracdo microbiana sdo comumente
usados por serem o0s atributos reconhecidamente sensiveis e confiaveis para
monitorar a resposta microbiana frente as mudancas ambientais (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007; GREGORICH et al., 1994; KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA,
2010).

A biomassa microbiana do solo (BMS) é o componente vivo e mais
ativo da MOS (JENKINSON; LADD, 1981), sendo constituida principalmente por
fungos, bactérias, protozodrios e arqueas e essencial na ciclagem de C, N e P
(SOUZA et al., 2010). A BMS é responsavel pela decomposicéo de residuos organicos
e representa cercade 1 a 5% do C, 3 a 5% do N (JENKINSON; POLWLSON, 1976) e
1 a 3% do P (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) totais do solo, representando um
importante reservatorio de nutrientes.

O P e N imobilizados nas células microbianas sdo liberados ao solo
guando ocorre o rompimento e morte das células microbianas, em virtude do ciclo de
vida, intensidade de manejo ou variacdes climaticas (BUCHANAN; KING, 1992). O
CBM representa a quantidade de C imobilizado nas células microbianas (INSAM,
2001), e pode estimar a quantidade de microrganismos presentes. Apesar disso,
determinacdes da quantidade de microrganismos no solo ndo fornecem indicacfes
sobre os niveis de atividade das comunidades microbianas, visto que parte da
biomassa pode estar inativa (TOTOLA; CHAER, 2002; MENDES et al., 2011). Nesse
contexto, lanca-se mao de avaliacdes da quantidade de COz: liberada pela respiracéo
dos microrganismos, ou, respiracéo basal do solo (RBS) para mensurar a atividade
microbiana. Em definicdo, a RBS é a soma das fun¢fes metabdlicas nas quais o COz2
€ produzido. Essa medida possui relacdo com as condi¢des abidticas do solo, entre
elas umidade, temperatura e aeracao (CATTELAN; VIDOR, 1990).

O valor de CBM em associagdo com a RBS permite calcular o
quociente metabdlico do solo (qCOz2), que é a razdo da RBS por unidade de CBM e
tempo, e possibilita estimar a eficiéncia do uso de substratos pelos microrganismos
do solo (ANDERSON; DOMSCH, 1993). Da mesma forma, a razao entre o CBM e o

carbono organico total (COT) gera um indice chamado de quociente microbiano
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(gMIC), que indica o acumulo de MOS e qualidade dos residuos organicos
adicionados (POWLSON; BROOKES; CHRISTENSEN, 1987).

Estudos envolvendo atributos microbiol6gicos em areas de aplicacéo
de DLS sé&o reportados por diversos autores. Lalande et al. (2000), observaram que a
aplicacdo de até 90 m3 de DLS ha' em um Gleissolo resultou em aumento nos teores
de CBM e NBM na camada de 0 a 15 cm. Esses autores consideraram que os efeitos
positivos sobre a biomassa microbiana ocorrem principalmente em funcao de o COT
representar uma fonte de energia para o crescimento microbiano.

Plaza et al. (2004) verificaram diferencas entre o tratamento com
aplicacao de DLS e o tratamento com fertilizante mineral e controle (dose zero). Nesse
trabalho, ap6s o quarto ano de uso de 120 m® DLS ha' ano, o CBM aumentou 69%
em relacédo ao controle. Apesar disso, os teores de COT foram iguais para todos os
tratamentos, portanto, o aumento de CBM foi atribuido ao aumento da oferta de N pelo
DLS, utilizado pelos microrganismos para o metabolismo de proteinas. Esses autores
sugerem ainda que a medida de CBM é mais efetiva do que o COT, pois responde
mais rapidamente e com maior sensibilidade as mudancas do solo. Sendo assim, as
medidas de curto prazo da biomassa microbiana podem refletir a tendéncia de longo
prazo da MOS (POWLSON; BROOKES; CHRISTENSEN, 1987).

Sousa et al. (2014) relataram aumento do CBM (682 mg de C kg™
solo?) 60 dias depois da aplicacdo de DLS em Argissolo Vermelho Amarelo cultivado
com café (Coffea arabica) e atribuiram este acréscimo ao incremento de material
organico dissolvido presente no DLS. Ja Plaza, Garcia-Gil e Polo (2006), avaliaram o
uso de DLS até 120 dias apds a aplicacao e verificaram que a maior parte do C
organico foi prontamente decomposta em 30 dias, promovendo aumentos de CBM,
gMIC, RBS e gCO2. Esses autores concluiram que a quantidade e atividade da
biomassa ndo foram persistentes, ja que os valores inicias medidos no solo com
aplicacdo de DLS diminuiram e atingiram o mesmo valor apresentado pelo solo
controle (sem aplicagdo) em um periodo relativamente curto.

Em experimento de longo prazo (15 anos), Balota et al. (2014)
avaliaram as alteragfes nas propriedades microbiologicas e quimicas de um Latossolo
Vermelho de textura argilosa apés a aplicacao de diferentes doses de DLS em sistema
plantio direto e convencional e observaram aumento no CBM, NBM e reducgéo do
gCO2 em todas as doses, comparadas ao controle. Além disso, verificaram que as

variaveis microbioldgicas foram mais sensiveis que as quimicas em detectar
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mudancas no ambiente, sugerindo que os efeitos de curto prazo do DLS sobre os
indicadores microbianos podem refletir tendéncias de longo prazo.

Silva et al. (2015) ao avaliarem a qualidade microbiol6gica do solo sob
pastagens com diferentes historicos de uso de DLS concluiram que aplicacbes
sucessivas em pastagem nao influenciaram o CBM e a respiracédo microbiana. Matos
et al. (2016) relataram que a aplicacédo durante dois anos de 90 m2 ha! ano* em um
Latossolo de textura arenosa sob pastagem promoveu aumentos da populacdo de
rizobios e teores de CBM e NBM. Esses autores destacaram que os efeitos da
aplicacao de DLS foram marcantes em virtude do solo possuir baixos teores iniciais
de matéria organica. Logo, o carbono organico adicionado via DLS representou
importante fonte de energia e nutrientes para os microrganismos do solo, que
provocou aumento da biomassa microbiana.

Em outro estudo, Morales et al. (2016) avaliaram atributos
microbiolégicos em solo que recebeu adubacdo com ureia, dejeto suino liquido ou
sélido durante nove anos e concluiram que as aplicagfes incrementaram a atividade
microbiana do solo e o teor de MOS, principalmente na forma liquida.

Os diferentes valores de CBM e NBM, bem como de atividade
microbioldgica reportados na literatura dependem do tipo de solo, teores de C e N no
DLS, da dose aplicada, do sistema de cultivo, de quanto tempo o DLS ¢é aplicado na
area e da periodicidade de aplicacao (BALOTA et al., 2014; PLAZA et al., 2004;
SOUSA et al., 2014; SILVA et al., 2015).

Zilli et al. (2003) comentam que as avaliacbes da biomassa
microbiana sdo (teis em estimar a quantidade dos microrganismos, mas nao
considera sua composicdo em termos de diversidade ou estrutura genética da
comunidade microbiana. Por isso, estudos envolvendo a diversidade genética e
funcional de microrganismos do solo tém se tornado expressivos, especialmente com

o advento das técnicas moleculares (MENDES et al., 2011).

2.1.2 Uso de DLS e Atividade Enziméatica do Solo

Avaliacdes da atividade microbiana do solo podem ser verificadas
pela quantificacdo de compostos metabolicos liberados pelos organismos, tais como

as enzimas que tém participagéo essencial nos ciclos biogeoquimicos (DICK, 1997).
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A atividade enzimatica no solo tem origem a partir de enzimas
produzidas por microrganismos, plantas e animais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). No
entanto, a maior parte das enzimas sao produzidas por microrganismos, e quando se
encontram no interior da célula recebem a denominacdo de endoenzimas. Quando
estdo ligadas a membrana externa ou quando excretadas, ou apos a morte celular
sdo denominadas enzimas extracelulares e podem permanecer ativas no solo
(BALOTA et al., 2013). Essas enzimas tém relacdo com as condi¢cdes abidticas e
bidticas do solo, sendo que a temperatura, umidade, pH, teor de COT e nutrientes
exercem influéncia sobre a atividade das enzimas no solo.

As enzimas do solo podem ser estudadas de acordo com os ciclos
biogeoquimicos em que atuam. Por exemplo, no ciclo do carbono ha uma série de
enzimas envolvidas como as amilases, celulases, B-glicosidase, desidrogenase,
lipases, esterases e proteases. As amilases e as celulases participam ativamente no
processo de decomposicao de residuos, disponibilizando carbono para o crescimento
dos microrganismos (DENG; TABATABAI, 1994). A B-glicosidase tém relagdo com o
ciclo do C ao realizar a hidrélise de celobiose, tendo como produto final a glicose
(TABATABAI, 1994). A hidrolise do diacetato de fluoresceina (ou hidrolise de FDA)
determina a atividade de trés enzimas, lipases, esterases e proteases (BALOTA et al.,
2013), que também estdo envolvidas com a decomposi¢ao da MOS.

As fosfatases sdo um grupo que tem relacdo com o ciclo do P por
catalisar a hidrélise de ésteres e anidridos de &cido fosforico (MARTINEZ-SALGADO
et al., 2010), e segundo o pH 6timo de atividade séo classificadas como acida (pH 5,0-
6,5) ou alcalina (pH 10,0-11,0), as quais atuam na mineralizacdo do P organico,
disponibilizando fontes inorganicas de P para as plantas (DICK, 1994).

A arilsulfatase catalisa a hidrélise de ésteres de aril sulfatos
organicos, responsavel por parte da ciclagem de S nos solos, atuando na
mineralizacdo de S organico para SO4%, forma absorvida pelas plantas (BALOTA,
2017). No ciclo do N, as ureases, glutaminases e asparaginase desempenham
fungbes essenciais que modificam a dindmica deste nutriente no solo (CARDOSO et
al., 2013).

A adicdo de DLS pode aumentar a atividade enzimética do solo, pois
0S compostos organicos presentes representam suprimento de substratos para acao
dos microrganismos (BALOTA, 2017). Além disso, o C orgéanico presente no DLS

protege as enzimas do ataque de enzimas proteoliticas, que permanecem estaveis no
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solo pela formacao de complexos enzimas-compostos humicos (DENG; TABATABAI,
1997). Em geral, 0 aumento da atividade enzimatica esta associado ao aumento da
atividade bioldgica no solo, considerado como um indicador importante da qualidade
do solo (DICK, 1994).

Lalande et al. (2000) observaram que a aplicacédo de até 90 m? de
DLS ha' aumentou a atividade das enzimas fosfatases acida e alcalina, arilsulfatase,
urease e desidrogenase na camada de 0 a 15 cm. Balota, Machineski e Truber (2011)
estudaram a atividade enzimética de um Latossolo Vermelho sob sistema de plantio
direto (SPD) e plantio convencional (PC) submetido a diferentes doses de DLS e
observaram que houve aumento da atividade da amilase. No entanto, para as enzimas
celulase, fostatase e arilsulfatase, a relagao foi inversa.

Plaza et al. (2004) compararam a atividade enzimética de um
Luvissolo sob aplicacdo de DLS, sem aplicacdo ou com fertilizacdo mineral e
observaram gque o DLS aumentou a atividade das enzimas desidrogenase, catalase,
protease, B—glicosidase e urease, mas reduziu a atividade da fosfatase &cida.

Estes trabalhos demonstram a complexidade em avaliar a atividade
microbiolégica através das enzimas do solo, pois elas apresentam tendéncias
diferentes conforme a enzima estudada (BALOTA; MACHINESKI; TRUBER, 2011).
Assim, ainda ha discussdes a serem feitas sobre o uso do DLS e a atividade

enziméatica do solo.

2.2 DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO

O solo € um habitat extremamente dindmico e sua natureza
heterogénea permite que organismos com metabolismos dispares possam conviver
lado a lado, interagindo em estado de equilibrio, proporcionando assim condicdes
ideais para uma biodiversidade extremamente elevada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A biodiversidade em microbiologia é definida como o numero de
especies em uma comunidade dentro de um ambiente especifico (LAMBAIS et al.,
2005). A definicao de biodiversidade do ponto de vista da ecologia molecular refere-
se ao numero de sequéncias de DNA divergentes presentes no DNA total de uma
comunidade (GARBEVA; VEEN; ELSAS, 2004). Estima-se que a abundancia média
nos solos varie entre 107 a 10° células vivas por grama (ALEXANDER, 1977). Para

espécies bacterianas sao esperados que ocorram 20 a 40 mil espécies em 1 grama
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de solo. Contudo, apenas 1% das bactérias do solo sdo conhecidas. Para os fungos
do solo, estima-se que 5% deles tenham sido descritos (RUMJANEK et al., 1998).

A diversidade de microrganismos do solo tem papel fundamental na
regulacdo dos processos biogeoquimicos formadores e mantenedores dos
ecossistemas (KONOPKA, 2009), como exemplo, a formacéo e estruturacéo de solos,
decomposicdo da MOS, ciclagem de nutrientes e biorremediacdo (ANDREOTE;
CARDOSO, 2016).

Fatores bibticos e abibticos do solo modulam a composicdo da
comunidade microbiana. Por exemplo, o tipo de solo e a textura (GIRVAN et al., 2003),
a disponibilidade de nutrientes, pH, AI** (JESUS et al., 2009) e a espécie vegetal
alteram as populacBes microbianas. Nas areas agricolas, o uso do solo pode
ocasionar reducdo da diversidade microbiana em resposta a selecao de
microrganismos mais adaptados. A reducdo da diversidade microbiana é um
importante indicador da perda de resiliéncia (ZILLI et al., 2003), funcionalidade
(COTTA, 2016) e, por consequéncia, da qualidade do solo.

A resiliéncia refere-se a capacidade de popula¢gdes ou comunidades
microbianas do solo em retomar seu estado original, taxondmica e funcionalmente
apos um impacto ambiental (MATOS; DURRER; ANDREOTE, 2016). Isso é possivel
gracas a redundancia funcional, que se refere a ocorréncia de funcdes similares em
grupos microbianos sob distintas condic6es edafoclimaticas (JURBURG; SALLES,
2015).

Conceitos de riqueza e equabilidade de espécies também devem
estar bem definidos na discussdo sobre biodiversidade. A riqgueza refere-se a
abundancia numérica de espécies presentes no solo, enquanto a equabilidade reflete
a abundancia proporcional de espécies que ocorrem na mesma area (MENDES et al.,
2011). A diversidade demonstra a variedade de espécies em um habitat, que pode ser
medida em varios niveis taxondémicos ou em termos de determinadas caracteristicas
genéticas ou fenotipicas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e revela o equilibrio entre os
diversos organismos e os dominios funcionais no solo (LAVELLE, 2000).

A diversidade de espécies em um contexto espacial é classificada de
trés maneiras: i) a diversidade alfa (a) ou diversidade local e é expressa pelo numero
(riqueza) de espécies em um habitat, ii) a diversidade gama (y) ou regional que
corresponde ao numero total de espécies observados em todos os habitats em uma

grande area (ex: bioma, ilha) e iii) a diversidade beta (8) é a propria variacdo de
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espécies ao longo de um gradiente ambiental, ou seja, mede 0 quanto a composi¢cao
de espécies varia de um lugar para outro (WHITTAKER; WILLIS; FIELD, 2001).

A diversidade, densidade e funcionalidade microbiologica estao
relacionadas a caracteristicas intrinsecas do habitat solo (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006) e, portanto, sdo consideradas como o0s bioindicadores sensiveis frente a
mudancas ambientais ocasionadas por atua¢des antropicas ou naturais (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007; KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA, 2010).

Em ecossistemas inalterados (vegetacdo natural, floresta) ou em
condicBes ndo estressantes, os microrganismos estédo distribuidos no solo de forma
equilibrada. Assim uma maior diversidade esta ligada a estabilidade dos
ecossistemas, pois o uso dos recursos disponiveis é mais eficiente, sendo menor o
gasto de energia para sustentar a biomassa ali presente (TOTOLA; CHAER, 2002).
Ja em agroecossistemas, pode haver variacdo da diversidade microbiana ao longo
das estacbes do ano, haja vista, que o clima é modificado e h& a substituicdo da
cobertura vegetal que possibilitam a ocorréncia de comunidades microbianas
dominantes, acompanhadas de outras pouco abundantes (ZILLI et al., 2003). A
reducao da diversidade microbiana nos solos leva a extincdo de espécies ou perda de
alguma funcdo que diminui a habilidade do ecossistema em resistir a periodos de
estresse (GILLER et al., 1997).

A comunidade microbiana dos solos é constituida por representantes
dos trés dominios: Bacteria, Archaea e Eukarya (Figura 1), que séo classificados por
taxonomia cladistica, também designada por sisteméatica-filogenética e baseada em
dados de sequéncias genéticas (NICOLAU, 2017).
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Figura 1 — Arvore filogenética universal baseada nas sequéncias do gene RNA
ribossomal (RNAr) (WOESE; FOX, 1977).
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As bactérias e arqueas sdo organismos procariotos e sua diversidade
genética é estudada pela diversidade dos genes 16S DNAr (NIELSEN; WINDING,
2002). O gene 16S DNAr presente em procariotos possui aproximadamente 1.500
pares de bases e apresenta nove regiées conservadas intercaladas com nove regiées
variaveis. O comprimento de cada regido varia de organismo para organismo
(PETROSINO et al., 2009). Essas regides sao denominadas regides “V”, e podem ser
amplificadas a partir de sequéncias homélogas de oligonucleotideos iniciadores
(primers).

O dominio Archaea se distingue do dominio Bacteria na filogenia e
também por diferencas bioquimicas que lhes dédo a capacidade de adaptacdo em
ambientes adversos (alta salinidade, temperatura e acidez), cuja disponibilizacao do
material energético é escasso. Tal capacidade advém de mecanismos biogquimicos e
incluem modificagbes na composicdo da membrana que influenciam a
permeabilidade, e numerosas adaptacdes secundarias entre as vias metabolicas
(VALENTINE, 2007).

Dentro do dominio Eukarya, o reino Fungi possui uma grande
diversidade. S&o organismos quimiorganotréficos e sua principal funcdo é a
decomposicdo de residuos organicos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A avaliacédo da
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diversidade de fungos € baseada no gene ribossomal 18S DNAr (NIELSEN;
WINDING, 2002). Em eucariotos, as regibes de interesse sdo chamadas de
espacadores transcritos internos (ITS - Internal Transcribed Spacer) localizadas entre
0S genes 18S-26S do rRNA (BOYER et al., 2001).

O desenvolvimento de técnicas moleculares tem contribuido na
compreensao da estrutura e funcionamento de comunidades microbianas no solo
(MENDES, et al., 2011). Embora o uso do conteudo de G-C (guanina- citosina) do
DNA fosse sugerido para taxonomia de bactérias desde a década de 1960, foi a partir
dos estudos de Stackebrandt, Ludwing e Fox (1985), que o conhecimento sobre
diversidade microbiana avancou (ZILLI et al., 2003).

Os estudos de diversidade genética atuais sdo baseados na extracao
e purificacdo do DNA das comunidades microbianas do solo, seguidas da amplificacao
dos genes que codificam o RNA ribossémico (RNAr) pela PCR (Polimerase Chain
Reaction), utilizando-se oligonucleotideos iniciadores universais, para espécies ou
dominios especificos (MENDES et al.,, 2011). Posteriormente, os produtos da
amplificacdo s&@o separados por diferentes técnicas moleculares. As técnicas
aplicadas podem ser quantitativas, como o caso da PCR em tempo real (real time),
gue é bastante sensivel na quantificacdo do gene alvo em amostras ambientais
(STUBNER, 2004). Além disso, através da clonagem e sequenciamento é possivel
inferir sobre a filogenia dos organismos componentes na amostra. Entretanto, o
método que ainda € mais comum sdo as analises por eletroforese, obtendo-se um
perfil da comunidade microbiana (fingerprinting) (RANJARD; POLY; NAZARET, 2000),
cujo padrédo de bandas obtidos nessas analises reflete os genétipos dominantes e a
diversidade genética (MENDES et al., 2011).

Das técnicas por eletroforese a DGGE (Denaturing gradiente gel
electrophoresis) € amplamente utilizada em estudos de ecologia microbiana frente a
diferentes formas do manejo do solo (BABUJIA et al., 2014; SILVA et al., 2013;
SOUZA et al., 2012) e adubacgédo mineral ou orgéanica (FAISSAL et al., 2017; LI et al,
2015; MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003; YU et al., 2015; ZHEN et al.,
2014)

Para a PCR-DGGE, primeiramente o DNA total é amplificado com
primers que flanqueiam regibes hipervariaveis, sendo que uma sequéncia de

oligonucleotideos ricos em guanina e citosina (chamado de grampo G-C) é anexada
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no final 5 do primer forward, modificando o comportamento de desnaturacdo e
impedindo a completa separacéo de duplas fitas de DNA (MUYZER; SMALLA, 1998).

A técnica de DGGE se baseia na mobilidade eletroforética de
fragmentos de DNA amplificados e parcialmente desnaturados de mesmos tamanhos,
mas, de diferentes sequéncias de pares de base (pb), em um gel de poliacrilamida
gue contém gradiente linear desnaturante composto por ureia e formamida (MUYZER;
WALL; UITTERLINDEN, 1993). Quando sequéncias de mesmos pb atingem o ponto
de desnaturagdo em uma determinada posicdo no gel, a migracdo praticamente
cessa. Sequéncias de pares de bases diferentes irdo parar de migrar em diferentes
posicdes devido a variacdo de gradiente de desnaturacdo (LERMAN et. al., 1984). O
ndamero e a posicdo dos fragmentos refletem os microrganismos dominantes na
comunidade.

A partir dos perfis obtidos por DGGE é possivel estimar os indices de
diversidade. A forma mais comum de medir a diversidade € usar a riqueza de
espécies, que consiste simplesmente no nimero de espécies que se obtem (PEET,
1974; WILSEY et al., 2005). Comumente sdo utilizados indices matematicos que
envolvem a abundancia relativa de cada espécie na amostra. O indice de diversidade
de Shannon combina dois atributos de uma comunidade, a riqueza de espécies e
equabilidade (PEET, 1974).

Apesar da técnica de DGGE apresentar algumas vantagens quanto
ao custo que € inferior comparado com técnicas de sequenciamento, apresenta
algumas limitac6es quanto a prevaléncia de comunidades mais abundantes (SMIT et
al., 1999), e em alguns casos fungos ou bactérias podem gerar multiplas bandas,
levando a falsa interpretacdo de que séo de diferentes espécies (MUYZER; WALL,;
UITTERLINDEN, 1993). No entanto, para estudos comparativos, a DGGE ainda é uma

técnica valorosa.
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3 ARTIGO A: ATRIBUTOS E DIVERSIDADE MICROBIANA EM SOLO SOBRE
APLICACAO CONTINUA E INTERROMPIDA DE DEJETO LIQUIDO DE SUINOS

3.1 RESumoO

Objetivou-se avaliar os atributos microbiologicos e a diversidade microbiana do solo
apos a interrupcdo da aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS) ao solo ap6s 28
anos de aplicacdo. O experimento foi estabelecido em 1988 em um Latossolo
Vermelho Distroférrico, sob sistema de plantio direto, em delineamento de blocos ao
acaso com trés repeticdes. As parcelas receberam doses de 0, 15 e 30 m3 ha! duas
vezes ao ano e em 2016 foram divididas e interrompeu-se a aplicacdo de DLS na
metade da parcela, gerando o esquema fatorial 2 x 2 sendo duas doses de DLS (15
e 30 m® ha') e duas condicdes de aplicacédo (continua ou interrompida). Realizaram-
se duas amostragens de solo, aos cinco meses (coleta 1) e aos doze meses (coleta
2) apos a interrupgdo da aplicagdo de DLS, nas profundidades de 0 — 10, 10 — 20 e
20 — 40 cm para determinar os teores de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana
(CBM e NBM), respiracdo basal do solo (RBS), os quocientes metabdlico (qCOz2) e
microbiano (qMIC) e o carbono orgéanico total (COT). A diversidade microbiana foi
avaliada pela técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) para
os dominios de Bacteria, Archaea e Eukarya (fungos). Houve efeito da interrupcao da
aplicacdo de DLS sobre o CBM na profundidade 0 — 10 cm que reduziu em 5% na
coleta 1 e 14% na coleta 2. Também o NBM na profundidade 10 — 20 cm foi reduzido
em 32% na coleta 1 e 29% na coleta 2 ap0s a interrup¢ao. A atividade microbiolégica
medida pela RBS também diminuiu apds a interrupcdo. O qCO:2 néo diferiu com a
interrupcdo, mas mostrou-se elevado na dose 30 m2® hal. O COT e o gMIC ndo
diferiram entre as doses e com a interrupcdo das aplicacbes. Os perfis das
comunidades de bactérias e arqueas apesentaram similaridade acima de 69% entre
as aplicacdes continuas e interrompidas. Os indices de diversidade e riqueza de
bactérias foram mais altos em comparacao aos encontrados para comunidade fangica
e de arqueas. Em contrapartida, a interrup¢éo provocou efeito acentuado sobre os
fungos do solo que tiveram sua diversidade diminuida em funcdo do aumento da
dominancia de espécies. A diversidade de microrganismos foi maior na dose de 15 m?
de DLS ha, independente da interrupgdo. A interrupcédo da aplicacdo de DLS até 12
meses tem efeito sobre a biomassa, diversidade e atividade dos microrganismos.

Palavras-chave: Atividade microbiolégica. Biomassa microbiana. Dejeto animal.
Diversidade microbiana.

ATTRIBUTES AND MICROBIAL DIVERSITY ON SOIL UNDER CONTINUOUS AND
INTERRUPTED APPLICATION OF PIG SLURRY

3.2 ABSTRACT

We aimed to evaluate microbiological attributes and microbial diversity of the soil after
the interruption of the application of pig slurry (PS) to the soil in an area with a historic
of 28 years of application. The experiment was established in 1988 on a Rhodic
Ferralsol under no-tillage system in a randomized block design with three replicates.
The plots received doses of 0, 15 and 30 m? ha* twice a year and in 2016 were divided,
with the interruption of the application of PS in half of the plot, generating the factorial
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scheme 2 x 2 being two doses of PS (15 and 30 m? ha't) and two application conditions
(continuous or interrupted). Two soil samples were taken, at five months (sampling 1)
and at twelve months (sampling 2) after the interruption of the application of PS, at
depths of O - 10, 10 - 20 and 20 - 40 cm to determine the microbial biomass carbon
(MBC) and microbial biomass nitrogen (MBN), soil basal respiration (SBR), metabolic
quotient (qCO2) and microbial (gMIC) and total organic carbon (TOC). The genetic
microbial diversity was evaluated through the Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) for Bacteria, Archaea and Eukarya (fungi) domains. The
interruption of the application of PS at depth 0 - 10 cm reduced the MBC by 5% in the
sampling 1 and 14% in the sampling 1. Also the MBN reduced by 32% in sampling 1
and 29% in sampling 2 due to the interruption at depth 10 - 20 cm. The SBR decreased
when the application of PS was interrupted. The qCO:2 did not change with the
interruption, but was high in the dose 30 m® ha1. TOC and gMIC did not differ between
doses and between continuous or interrupted applications. The genetic profile of the
bacteria and archaea communities showed similarity above 69% between continuous
and interrupted applications. The diversity and richness index of the bacterial
community were higher than those found for fungal and archaeal communities. In
contrast, the interruption had a strong effect on the soil fungi, that had the diversity
reduced by the increase of the species dominance. The diversity of microorganisms
was higher at the dose of 15 m3 of PS ha?, regardless of the interruption. The
interruption of the application of PS after 12 months has an effect on the biomass,
diversity and activity of the microorganisms.

Key words: Microbiological activity. Microbial biomass. Animal manure. Microbial
diversity.

3.3 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira destaca-se principalmente na regido sul, que
corresponde por 69% do total de suinos abatidos no Pais (ABPA, 2017). Como
consequéncia, ha geracao de uma elevada quantidade de dejeto liquido de suinos
(DLS), constituido por fezes e urina dos animais, agua de lavagem das instalacdes,
restos de ragao e outros rejeitos (BERTONCINI, 2011; BALOTA et al., 2014). Estima-
se que o volume de DLS produzido no Brasil diariamente seja aproximadamente 192
milhdes litros.

Uma das alternativas para reciclagem do DLS € o uso como
fertilizante organico pois pode fornecer nutrientes essenciais as plantas, aumentar o
teor de matéria (LOURENZI et al., 2011; MORALES et al., 2016; PLAZA et al., 2004;
CORREA et al. 2011; COUTO et al., 2013) e possibilitar maior atividade e diversidade
de microrganismos (BALOTA et al. 2014; Ll et al., 2015; MARSCHNER; KANDELER,;
MARSCHNER, 2003). Apesar disso, quando o uso do DLS é deliberado quanto a
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dose, época e periodicidade de utilizagcdo (OLIVEIRA; SILVA; PERDOMO 2012),
torna-se um fator de risco ambiental.

Para monitorar o impacto do uso de DLS nas areas agricolas, uma
das alternativas comumente empregadas sédo avaliacdes dos indicadores de
qualidade do solo, como as medidas de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana
(CBM e NBM) que representam a parte viva e ativa da matéria organica (JENKINSON;
LADD, 1981) ou de atividade microbiana, como a respiracéo basal do solo (RBS) e
atividade enzimatica. Além destes, a diversidade microbiana € um indicador de
qualidade responsivo as alteracées ambientais em funcdo das préaticas de manejo e
diferentes usos do solo (BABUJIA et al., 2014; COTTA, 2016; LAMBAIS et al., 2005;
ZILLI et al., 2003).

A importéncia de avaliar a diversidade microbiana dos solos ocorre
pelo fato de os microrganismos serem responsaveis por Servicos ecossistémicos
essenciais (ANDREOTE; CARDOSO, 2016), que incluem o0s processos de
pedogénese, decomposicdo da MOS e ciclagem de nutrientes (KENNEDY; DORAN,
2002), além de processos mais especificos, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(HUNGRIA et al., 2014), biorremediac&o e biocontrole (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

Em é&reas agricolas, inumeros trabalhos buscaram avaliar a
diversidade microbiana usando a técnica de DGGE (Denaturing gradiente gel
electrophoresis) em diferentes tipos de manejo (VAL-MORAES et al., 2009; BABUJIA
et al., 2014; OVREAS; TORSVIK, 1998) e adubacdo (MARSCHNER; KANDELER;
MARSCHNER, 2003; YU et al., 2015), isso porque mudancas na fertilidade do solo,
como aumento ou reducdo de C organico e nutrientes afetam a diversidade
microbiana do solo (RASCHE; CADISH, 2013) que a longo prazo determina a
sustentabilidade do manejo adotado nas areas. Alguns autores observaram que o0 uso
de adubos orgénicos aumentou a diversidade de microrganismos em comparacao aos
adubos minerais ou sem adubacéo (FAISSAL et al., 2017; LI et al, 2015; ZHEN et al.,
2014).

Trabalhos mostraram que 0s microrganismos, assim como plantas e
animais, desenvolvem adaptacgdes para sobreviverem nas condicdes ambientas em
gue sao expostas (GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007; KAVAMURA et al., 2013). No
solo, a intensidade de manejo, cultivo de diferentes plantas e adubacfes podem
provocar distarbios e, por consequéncia, selecionar determinados grupos microbianos
(ANDREOTE; CARDOSO, 2016) que tem a capacidade de permanecer no ambiente
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mesmo com a mudanca. Neste caso, ocorre uma reducdo na diversidade que
compromete sua funcionalidade.

Nesse contexto, a hipétese do trabalho € que a interrupcdo da
aplicacdo de DLS modifica a microbiota em uma escala estrutural e funcional, que
pode ser verificada por meio da variacdo de atributos como CBM, NBM, RBS e
diversidade de genes 16S e 18S DNAr. Diante disso, o objetivo foi avaliar o efeito da
interrupcéo da aplicagédo de DLS em uma area cujo dejeto foi aplicado durante 28 anos
sobre os atributos microbiolégicos e sobre a diversidade genética da comunidade

microbiana.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Area de Estudo e Amostragem

O experimento foi estabelecido em 1988 na Estacao Experimental do
Instituto Agrondmico do Parana localizado em Palotina, Estado do Parana (24°17' LS,
53°50" LW). Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Cfa
(subtropical umido), com temperatura média anual de 20°C, precipitacao anual total
de 1800 mm (CAVIGLIONE et al., 2000).

O solo foi classificado como um Latossolo Vermelho Distroférrico de
acordo com Santos et al. (2013). A granulometria foi determinada pelo método da
pipeta conforme metodologia de Tavares Filho e Magalhdes (2008), apresentando teor
de argila de 695,4 g kg, 134,2 g kg™ de silte e 170,4 g kg de areia.

O experimento consistiu de parcelas com 5,0 m de largura por 9,0 m
de comprimento (45 m?) dispostas em delineamento de blocos ao acaso, com trés
repeticdes por tratamento. A area foi manejada sob sistema de plantio direto (SPD)
em rotacéo de soja (Glycine max L.) ou milho (Zea mays L.) na safra de verao, e trigo
(Triticum aestivum Lam.) ou aveia (Avena sativa L.) na safra de inverno. Durante os
28 anos, as aplicagbes de DLS ocorreram antecedendo as safras de verdo e de
inverno usando duas doses de DLS (15 e 30 m® ha') aplicadas duas vezes no ano,
além de um controle (0 m® ha!) que nunca recebeu DLS.

Em 2016, as parcelas foram divididas (exceto o tratamento controle),
e interrompeu-se a aplicacdo de DLS em meia parcela gerando o esquema fatorial 2

x 2, sendo duas doses de DLS (15 e 30 m?® ha?') e duas condicGes aplicacéo (continua
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ou interrompida). A Ultima aplicacdo de DLS na parcela inteira ocorreu em maio de
2016, a partir dai interrompeu-se a adicdo na metade da parcela para realizar as
amostragens de solo, que ocorreram em outubro de 2016 (coleta 1) e maio de 2017
(coleta 2), cinco e doze meses apods a interrupcdo. Os dados de precipitacdo e

temperatura do referido periodo encontram-se na Figura 2.

Figura 2 — Precipitagdo total e temperatura média durante o periodo do experimento.
a: periodo total do experimento; b: intervalo correspondente ao periodo de 10 dias
entre a aplicacdo de DLS e a coleta 1 do solo e c: intervalo correspondente ao periodo

de 10 dias entre a aplicacdo de DLS e a coleta 2 do solo.
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Antes de ser aplicado, o DLS foi mantido em esterqueiras durante
aproximadamente 70 dias para fermentacao parcial e no dia da aplicagdo 0 mesmo
foi agitado para homogeneizacao. A composi¢do quimica média do DLS (coleta 1 e 2)
apresentou 19,7 g L** de matéria seca, 3,1gL*deN,2,7gL'dePe1,2gL'deK.
Dez dias ap6s a aplicacao, coletou-se uma amostra composta por trés subamostras
de solo em cada uma das trés repeticdes do tratamento. As amostras de solo foram
obtidas com auxilio de uma pa reta nas profundidades de 0 — 10, 10 — 20 e 20 — 40
cm.

A caracterizacdo dos atributos quimicos da area foi realizada de
acordo com procedimentos descritos por Pavan et al. (1992) para pH (CaCl2 0,01 M),
teores de P e K* (Mehlich-1), Ca?*, Mg?* e AIF* (KCI 1 M), COT (Walkley-Black) e
H*+AIR* (Tampao SMP) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicdo quimica de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob
aplicacao continua e interrompida de dejeto liquido de suinos (DLS). Média de duas

coletas.

P pH ARt H*+ABR* Ca*  Mg¥ K*
mg dm= CaCl, cmolc dm

0-10cm
C 15,4 4.8 0,3 6,0 3,5 14 0,5
15IN 57,0 4.8 0,2 6,2 3,6 1,9 0,7
15CO 31,4 4.7 0,3 6,1 3,4 14 0,5
30IN 106,0 4,8 0,2 6,5 3,7 2,0 0,9
30CO 1145 4,9 0,2 6,1 3,8 2,3 0,8
10-20cm
C 7,1 4,6 0,4 6,1 3,2 0,9 0,3
15IN 27,5 4,7 0,3 6,0 3,3 14 0,5
15CO 31,4 4,7 0,3 6,1 3,4 1,4 0,5
30IN 48,4 4,7 0,3 6,2 3,2 1,6 0,7
30CO 44,0 4,7 0,3 6,3 3,0 1,6 0,6
20-40cm
C 2,7 4,9 0,2 4.9 3,7 1,0 0,2
15IN 5,7 5,0 0,1 4.8 3,6 1,2 0,3
15CO 8,2 4,9 0,2 53 3,4 1,2 0,4
30IN 9,2 51 0,0 4.6 3,6 1,4 0,5
30CO 8,4 5,0 0,1 4.6 3,3 1,4 0,4
C= controle, 0 m3 hal; 15IN= parcela da dose 15 m3 ha? aplicagdo interrompida;

15CO= parcela da dose 15 m? ha! aplicagdo continua; 30IN= parcela da dose 30 m?3
ha aplicagéo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m? ha! aplicagdo continua.

3.4.2 Andlises Microbiolbgicas

Para analises microbiolégicas, as amostras de solo foram
homogeneizadas, passadas por peneira de 4 mm e armazenadas a temperatura 7°C
até a avaliacdo. A determinacdo da umidade foi realizada pelo método gravimétrico.
Para determinar o C da biomassa microbiana do solo (CBM) e o N da biomassa
microbiana (NBM), inicialmente, 20 gramas de solo foram pré-incubados e fumigados
conforme descrito por Jenkinson e Powlson (1976), e apos a fumigacdo ou ndo das
amostras, foi realizada a extracdo do C e N pelo procedimento proposto por Vance,
Brookes e Jenkinson (1987). Em seguida, o CBM foi determinado por titulagdo e os
valores foram corrigidos pelo fator Kc= 0,33 (SPARLING; WEST, 1988). O NBM foi
determinando por leitura colorimétrica (697 nm) e calculado usando fator de correcao
Knde 0,54 (BROOKES et al., 1985).



34

A respiracdo basal do solo (RBS) foi determinada pelo método
proposto por Jenkinson e Powlson (1976) com incubacdo das amostras por dez dias
e posterior titulacdo. O quociente metabdlico (qCO2) foi obtido pela razéo entre a RBS
por unidade de CBM do solo no tempo de incubacao, e o quociente microbiano (qMIC)

foi calculado pela relacédo entre o CBM e o carbono organico total (COT).

3.4.3 Extracdo de DNA do Solo

A extracdo do DNA total foi realizada nas amostras da profundidade
0 — 10 cm, utilizando-se 3 gramas de solo de cada repeticdo que foram
homogeneizadas e extraidas utilizando o Kit PowerMax® Soil DNA Isolation (MO BIO
Laboratories), conforme instrucdes do fabricante. Verificou-se a pureza por
eletroforese aplicando-se 5 pL do DNA extraido mais 1 uL de SYBR™ Gold em gel de
agarose a 1% (m/v) em tampéao TBE 1X, seguido pela visualizac&o sob luz ultravioleta.
A quantificacdo do DNA extraido foi realizada no equipamento NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

3.4.4 Condicbes para Amplificacdo de Bactérias

Apbs a extracdo do DNA realizou-se a amplificacdo da regido V6 que
codifica o gene 16S DNAr de Bacteria com os primers 968F-GC e 1401R (Tabela 2).
As reacles foram realizadas para volume final de 50 pL contendo 2,5 mM de MgClz,
5 pyL de tampao 10X, 0,2 mM de cada dNPT, 0,4 mM de cada primer, 0,5 pL de
formamida, 5 unidades de DNA Taq Polimerase, 4 pL de DNA total (7 a 15 ng) e
completou-se para o volume final com agua ultrapura. As condi¢cdes de amplificacédo
foram: 1 ciclo de desnaturacao inicial a 94°C por 4 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min,
56°C por 1 min, 72°C por 2 min e extenséao final de 72°C por 10 min; e 4°C para
manutencdo. Verificou-se a qualidade da amplificacdo por eletroforese em gel de
agarose 1% e em seguida o DNA foi concentrado para volume de 13 pL no
Concentrator plus (Eppendorf). Os produtos da amplificacdo do 16S DNAr (~400 ng)
foram submetidos a analise por DGGE (equipamento modelo DGGEK- 2401, C.B.S
Scientific Company) usando um gel de poliacrilamida 6% (proporcéo de acrilamida:
bisacrilamida, 37,5: 1) com gradiente desnaturante de 25% a 60%. A eletroforese foi
conduzida em tampé&o TAE 0,5X (Tris base-acido acético-EDTA 0,5M pH 8,0) a 60°C
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por 16 h, a 85 V e 500 mA. Ao término da corrida o gel foi corado com brometo de

etidio por 5 minutos, lavado com agua visualizado sob luz ultravioleta.

3.4.5 Condic¢bes para Amplificacdo de Arqueas

Para amplificacéo do fragmento do gene 16S DNAr de Arqueas foram
utilizados os primers ARCH21F e ARCH958R (Tabela 2) e, posteriormente na
segunda PCR (Nested) utilizou-se os primers ARCH340F-GC e ARCH519R (Tabela
2). Ambas reacdes foram realizadas utilizando 1,8 mM de MgClz, 5 uL de tamp&o 10X
0,2 mM de cada dNTP, 0,2 mM de cada primer, 2,5 unidades de DNA Taq Polimerase,
0,02ul de BSA (5 mg.mlt), 3 uL de DNA total (7 a 15 ng) e agua ultrapura para
completar o volume para 50 pL. As condi¢des para amplificagéo foram: 1 ciclo inicial
de desnaturacéo por 5 min a 95°C; 30 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s, 72°C
por 1 min e 1 ciclo final de extensdo por 6 minutos a 72°C; e 4 °C para manutencao.
O DNA amplificado foi concentrado para volume de 13 pL no Concentrator plus
(Eppendorf) e aproximadamente 400 ng foram submetidos a analise por DGGE
(equipemanto modelo DGGEK- 2401, C.B.S Scientific Company) em gel de
poliacrilamida 8% (proporcéo de acrilamida: bisacrilamida, 37,5: 1) usando gradiente
desnaturante de 20 a 65%. A eletroforese foi conduzida em tampéo TAE 0,5X (Tris
base-acido acético-EDTA 0,5M pH 8,0) a 60°C por 6 h, a 200 V e 500 mA. Ao término
da corrida, o gel foi corado com brometo de etidio por 5 minutos, lavado com agua e

visualizado sob luz ultravioleta.
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Tabela 2 — Regido alvo do DNAr de bactérias, arqueas e fungos, nome dos

oligonucleotideos iniciadores (primers), sequéncia 5’-3’, e referéncias.

Regido Alvo . .
do DNAr Primer Sequéncia 5'-3 Autor (Ano)
CGC CCG GGG CGC GCC ccG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG
968F-GC GGG GAA CGC GAA GAA CCT Felske, et al. (1996)
16S DNAr/
: TAC
Bacteria
CGG TGT GTA CAA GGC CCG
1401R GGA ACG Felske, et al. (1996)

ARCH21F TTCYGG TTG ATC CYG CCR GA

ARCH958R  YCC GGC GT GAN TCC AAT T Moveretal. (1998)

16S DNAr/ ARCH340F- CGC CCG CCG CGC GCce GGe

Archaea GC GGG GCG GGG GCA CGG GGG Ovreas et al. (1997)
GCC CTACGG GGY GCASCAG )
ARCH519R TTA CCG CGG CKG CTG
Anderson; Campbell;
EF4 GGA AGG GRT GTATTT ATT AG Prosser (2003)
185 ITS4 TCCTCC GCT TAT TGA TAT GC White et al. (1990)

DNAr/FUNgo CGC CCG CCG CGC GCG GCG

(TS)  ITsiF-ge O8¢ GGG GCG GGG GCACGG (o o Bruns (1993)
GGG GCTTGG TCATTT AGA '
GGA AGT AA

ITS2R GCT GCGTTCTTC ATC GAT GC White et al. (1990)

3.4.6 Condic¢oes para Amplificacdo de Fungos

A primeira PCR para amplificacdo do DNAr de 18S foi realizada com
0,2 mM dos primers EF4 e ITS4 (Tabela 2), 1,2 pL de tampéo 10X, 0,45 pL de MgClz,
0,25 mM de cada dNTP, 2,5 unidades de DNA Tag Polimerase, 3 uL de DNA total (7
a 15 ng) e agua ultrapura para volume final de 15 pL. A reacédo foi conduzida sob a
seguinte condicdo: 94 °C durante 5 min (1 ciclo); 94 °C durante 30 s, 55 °C durante
30 s, 72 °C durante 1 min 30 s (34 ciclos); 72 °C durante 5 min (1 ciclo); e temperatura
de manutencao de 4 °C até a remogao.

Para segunda PCR (Nested), 3 puL do produto da primeira reacéo
foram misturadas com 0,4 mM de cada dNTP, 0,75 mM de MgClz, 5,0 uL de tampéao
10X; 0,2 mM do primer ITS1, 0,2 mM do primer ITS2 (Tabela 2) 2,5 unidades de DNA
Tag Polimerase e o volume final de 25 pL foi completado com agua ultrapura. As
condi¢Oes da reacgao foram: 1 ciclo de desnaturacéo inicial a 94 °C durante 5 min; 34
ciclos de 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C 30 s e 1 ciclo de extenséo final

a 72 °C durante 5 min, a temperatura de manutencéo até a remocéo foi 4 °C. Apos
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verificacdo dos produtos da segunda PCR em gel de agarose (1%), os mesmos foram
submetidos a analise por DGGE (equipamento modelo DGGEK- 2401, C.B.S Scientific
Company) em gel de poliacrilamida 8% (proporcdo de acrilamida: bisacrilamida,
37,5:1) usando gradiente desnaturante de 35 a 60%. A eletroforese foi conduzida em
tampéo TAE 0,5X (Tris base-acido acético-EDTA 0,5 M pH 8,0) a 60 °C por 16 h, a 85
V e 500 mA. Ao término da corrida o gel foi corado com brometo de etidio por 5

minutos, lavado com agua visualizado sob luz ultravioleta.

3.4.7 Analise Estatistica e Perfis de DGGE

Os dados foram testados quanto a adequacdo dos residuos a
distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de
Bartlett. As variaveis que apresentaram auséncia de normalidade ou
homocedasticidade, foram transformadas pelo método de Box-Cox e novamente
testadas. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando
significativos, os efeitos das doses e aplicacdo continua e interrompida foram
analisados pelo teste Tukey (p<0,05). O tratamento controle (0 m2 ha') e as doses
continuas e interrompidas, foram comparados pelo teste de Dunnet (p<0,05). As
analises estatisticas foram processadas utilizado software R (verséao 3.3.2).

Os perfis de DGGE foram analisados pelo programa BioNumerics
(Applied Maths, versao 6.6). O posicionamento no dendrograma foi realizado a partir
do algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) e o
coeficiente de Jaccard com indice de tolerancia de 1%. Com os perfis de bandas do
DGGE, calculou-se os indices de riqueza de Menhinick (S), diversidade de Shannon

(H’) e dominancia de Simpson (D) conforme as equacdes:
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Onde, n é o numero de bandas no perfil de DGGE; h é a intensidade

(i) de bandas individuais e H é a intensidade total de todas bandas no perfil.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Atributos Microbiologicos

A interrupcdo da aplicacdo de DLS apds cinco e doze meses
influenciou os atributos microbioldgicos. Para nenhum dos atributos a interacao entre
fatores foi significativa, mas houve efeito dos fatores isolados. Na profundidade 0 — 10
cm o CBM da aplicacao interrompida apresentou reducdo de aproximadamente 5%
na coleta 1 e 14% na coleta 2 em relacao a aplicacao continua (Tabela 3), mostrando
que a microbiota do solo responde a falta de DLS.

A biomassa microbiana do solo sob aplicacdo interrompida ficou
limitada em usar apenas 0s nutrientes e compostos que haviam no solo pelas
aplicacdes anteriores, por isso o CBM foi menor. Ja na aplicagdo continua a biomassa
microbiana n&o ficou limitada pois recebeu DLS, e com ele uma carga de carbono labil
e outros elementos facilmente assimilaveis.

Além disso, o proprio DLS transfere uma carga de microrganismos
para o solo que pode resultar em aumento de CBM, como observado por Sakamoto e
Oba (1994) e Plaza et al. (2004).

Lalande et al. (2000) sugerem que o carbono labil do DLS adicionado
na superficie do solo fica disponivel para os microrganismos autéctones como fonte
de energia e nutrientes, assim assume-se que eles se desenvolvem sem limitagdes.
Em contrapartida, os microrganismos zimdégenos mostram pico de crescimento em
resposta a adicdo de residuo no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Logo, como a
coleta de solo foi realizada ap0s dez dias de aplicagdo, a biomassa de C foi maior na
aplicacao continua.

Na coleta 1 o CBM também diferenciou com as doses, sendo maior
na de 30 m® ha! (673,2 mg kg*) e menor na de 15 m® ha*(631,4 mg kg?) (Tabela 3).
Como a quantidade de dejeto aplicada é duas vezes maior na parcela da dose 30 m3
ha', esta possui um estoque maior de carbono e nutrientes que representam fonte de

energia e sao liberados gradualmente para a biomassa microbiana, que tende a se
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manter alta, ja que ha mais substrato para crescimento. Esse resultado corrobora
outros trabalhos, em que houve aumento de CBM em funcdo das doses crescentes
de DLS, como por exemplo, Lalande et al. (2000), Balota et al. (2014) e Matos et al.
(2016), os quais observaram que a aplicacdo de 90 m2® ha' de DLS resultou em
aumento de CBM e NBM na camada superficial do solo.

Na profundidade 10 — 20 cm o NBM da aplicacdo interrompida
apresentou reducéo de aproximadamente 32% na coleta 1 e 29% na coleta 2 em
relagdo a aplicagdo continua. Esse fato € também atribuido ao maior aporte de
nutrientes provindos do DLS, como discutido acima sobre o teor de CBM. Quadro et
al. (2011) observaram que houve aumento linear de NBM até 18 Mg ha. Balota,
Machineski e Matos (2012) concluiram que a biomassa microbiana foi enriquecida
com N e P em virtude das doses crescentes de DLS.

Quando as areas com aplicacdo continua e interrompida foram
comparadas com o tratamento controle (0 m3® ha?l), houve diferenca nas trés
profundidades e para as duas coletas. Essas diferengas foram verificadas no teor de
CBM, que foi menor no controle e maior nas doses de 15 e 30 m3 ha! continuas ou
interrompidas (Tabela 3). Isso ocorre em resposta a disponibilidade de nutrientes
fornecidos a comunidade microbiana pelo DLS. A adicdo durante 28 anos de fontes
carbono organico facilmente degradaveis, como o DLS, estimula a atividade biol6gica
em comparacdo com parcelas que nao recebem aplicacdo de material organico
(FAUCI; DICK, 1994; MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003).
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Tabela 3 — Carbono da biomassa microbiana (CBM) e nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob aplicacao de dejeto liquido de suinos continua por 28 anos e interrompida durante 5 meses (Coleta 1) e 12 meses
(Coleta 2).

Coleta l Coleta 2
CBM NBM CBM NBM
mg kg™ mg kg™
0-10cm
Aplicacao (A - Aplicacao (A - Aplicacao (A — Aplicacao (A -
Dose (D) Inli’. v C(or2t. x (D) Igt. v Cént). x (D) InFt). v C(on)t. x (D) Igt. ; Co(nt). x (D)
15m3hal 604,7* 658,1* 631,4b 499 57,3 53,6a 5156* 636,6* 576,1a 37,0 52,3 44,7 a
30m®hal 668,7* 677,8* 673,2a 64,8 59,8 62,3a 581,2* 637,2* 609,2a 40,8 51,6 46,2a
X (A) 636,7 B 668,0 A 57,4A 585A 548,4B 636,9 A 389A 519A
0 m2 hat 360,4 40,2 304,8 34,5
CV (%) 2,6 30,2 5,2 27,6
10-20cm
15méhal 518,8* 5351* 526,9a 24,3 34,7 29,5a 450,7* 456,2* 4535a 24,9 389 319a
30mdhal 533,9* 5485* 5412a 29,8 44,6* 37,2a 448,0r 4551* 4515a 30,1 389 345a
X (A) 526,4 A 5418 A 27,1B 39,6 A 449,3 A 4556 A 27,5B 389A
0 md hat 349,7 24,6 294.,4 33,9
CV (%) 7,1 19,4 9,1 19,8
20-40cm
15m2hal 369,3 3715 3704a 22,0 244 232a 336,9* 398,0r 3675a 18,1 225 20,3a
30m3hal 384,3 397,9* 391,1a 41,3 24,1 32,7a 338,3* 400,2* 369,2a 18,9 244 216a
X (A) 376,8 A 384,7 A 316 A 243A 337,6 B 399,1 A 185A 23,4A
0 m3 hat 293,8 22,8 219,6 17,5
CV (%) 7,5 55,5 2,6 23,6

Letras mindsculas na coluna comparam doses (15 e 30 m® ha?!) e letras mailsculas na coluna comparam aplicagdo (Cont.= continua e Int.= interrompida).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05). Asterisco (*) indica diferenca significativa do tratamento controle (0 m® ha') em relagcédo
as doses continuas e interrompidas pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Estima-se que o CBM represente 1 a 5% do COT do solo
(JENKINSON; POLWLSON, 1976), logo, € um importante compartimento dentro do
ciclo biogeoquimico do C. Neste trabalho, o teor de COT foi estatisticamente igual
para todos os tratamentos (Tabela 4). Isso demostra a importancia de se utilizar
indicadores mais rapidos como o CBM e NBM, ja que a interrup¢céo de DLS ocorreu
até 12 meses e segundo Sparling (1997) e Plaza, Garcia-Gil e Polo (2006), alteracdes
no COT podem demorar décadas para aparecer, pois a maior parte da matéria
organica € ndo-viva e relativamente estavel.

Assim como neste trabalho, os resultados encontrados por Balota et
al. (2014), Cherubin at al. (2015), Rochette, Angers e C6té (2000) e Plaza et al. (2004),
nao apresentaram diferencas significativas para o teor de COT em funcdo da
aplicacao de DLS.

As doses continuas e interrompidas também néo diferiram quanto ao
gMIC nas duas coletas (Tabela 4), o que demostra que mesmo tendo interrompido a
aplicacdo de DLS durante doze meses, a quantidade de matéria organica do solo
permaneceu em um nivel estacionério. Segundo Anderson e Domsch (2010) valores

de gMIC altos indicam acumulo de matéria organica no solo.
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Tabela 4 — Carbono orgénico total (COT) e quociente microbiano (qMIC) de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob aplicacédo de

dejeto liquido de suinos continua por 28 anos e interrompida durante 5 meses (Coleta 1) e 12 meses (Coleta 2).

Coleta 1l Coleta 2
CcoT gMIC CcoT gMIC
g dm3 % g dm3 %
0-10cm
Dose (D) Aplicacao (A) X (D) Aplicacéo (A) X (D) Aplicacao (A) X (D) Aplicagédo (A) X (D)
Int. Cont. Int. Cont. Int. Cont. Int. Cont.
15 md hal 18,7 18,0 18,4 a 3,2 3,6 34a 18,7 20,9 19,8 a 2,8 3,1 29a
30 m2 hat 18,5 18,0 18,3 a 3,6 3,8 3,7a 19,7 20,0 19,8 a 3,0 3,2 3,1a
X (A) 186 A 180A 34A 3, 7A 192A 204 A 29A 31A
0 m2 hat 17,6 2,1 19,3 1,6
CV (%) 9,8 23,5 6,1 8,1
10-20cm
15 m3 ha'l 13,1 13,4 13,2 a 4,0 4,0 40a 12,5 14,0 13,2 a 3,7 3,3 35a
30 md hal 12,3 11,9 12,1a 4,4* 4,6* 45 a 13,5 12,7 13,1a 3,3 3,6 34a
X (A) 12,7 A 12,6A 42A 43A 13,0A 134A 35A 34A
0 md hat 11,9 3,0 12,7 2,3
CV (%) 4,3 8,5 5,9 10,2
20-40cm
15 m3 hal 9,2 10,1 9,7a 4,0 3,7 39a 7,8 9,3 85a 4.4* 4,3* 4.3 a
30 m3 hat 9,8 8,2 9,0a 4,1 4,8* 45a 8,7 8,2 8,4 a 4,1* 4,9* 45a
X (A) 95A 9,2A 40A 43A 8,3A 8,7A 42A 46A
0 m3 hat 9,3 3,2 8,7 2,7
CV (%) 13,2 13,4 21,9 18,3

Letras minusculas na coluna comparam doses (15 e 30 m?® ha?) e letras mailsculas na coluna comparam aplicagdo (Cont.= continua e Int.= interrompida).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05). Asterisco (*) indica diferenga significativa do tratamento controle (0 m?3 ha'l) em relacédo
as doses continuas e interrompidas pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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A RBS foi alterada tanto em fungéo da interrupcdo, quanto das doses
aplicadas. Ja aos 5 meses apos a interrupcao (coleta 1), a RBS foi reduzida
(profundidade 10 — 20 cm) de 10,5 mg C-CO2 kg* dia* para 8,6 mg C-CO2 kg dia*
em virtude de parar de aplicar o DLS (Tabela 5). Quanto as doses, a RBS foi maior na
dose 30 m® ha! na camada 0 — 20 cm, ja na camada 20 — 40 cm a RBS foi igual
estatisticamente para ambos fatores.

Na coleta 2, as diferencas para RBS foram verificadas apenas na
camada 0 — 10 cm, seguindo o mesmo comportamento da coleta anterior. A RBS
reduziu de 13,1 mg C-CO2 kg* dia? para 8,4 mg C-CO:2 kg* dia! em funcéo da
interrupcdo de DLS, sendo maior na dose 30 m2 ha' em comparacédo a dose 15 m3
ha' (Tabela 5). Isso pode ser atribuido ao fato de a carga organica ser maior na
aplicacédo continua de 30 m3 ha' que fornece carbono facilmente degradavel pela
biomassa microbiana que libera mais CO2 no processo de biodegradacéo.

De acordo com Couto et al. (2013) os altos niveis de C labil e baixa
relacdo C:N do DLS estimulam a atividade microbiana do solo. Enquanto na aplicacao
interrompida o solo ndo havia recebido DLS por cinco e doze meses, na aplicacao
continua o solo recebeu DLS dez dias antes da amostragem. Segundo Rochette,
Angers e C6té (2000), pelo menos metade das emissdes totais de CO2 ocorrem
durante a primeira semana ap6és a adicdo de dejeto ao solo.

Plaza, Garcia-Gil e Polo (2006) avaliaram a RBS até 120 dias ap0s a
aplicacdo de DLS e observaram que os picos de liberacdo de CO2 ocorreram nos
primeiros 14 dias apos a aplicacdo de DLS e se estabilizaram ap6s 30 dias.

O gCOz2 apresentou diferenca somente na coleta 1 em funcéo do fator
dose e variou de 0,2 a 1,6 mgC—CO2-g* CBM-hora! na profundidade 0 — 10 cm e 0,5
a 1,0 mgC-CO2-g* CBM-hora na profundidade 10 — 20 cm, em ambas profundidades
foi maior na dose 30 m3 ha! de DLS, e menor na de 15 m® ha! sequindo o0 mesmo
comportamento de CBM e RBS (Tabela 5).

O tratamento controle em algumas profundidades apresentou RBS
maior (Tabela 5), o que indica alta atividade microbiologica. No entanto, quando
analisados os dados em conjunto, nota-se que o baixo CBM e alto qCOz, indicam falta

de substrato disponivel para crescimento e manutencdo dos microrganismos.
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Tabela 5 — Respiracdo basal do solo (RBS) e quociente metabdlico (qCO2) de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob aplicacédo
de dejeto liquido de suinos continua por 28 anos e interrompida durante 5 meses (Coleta 1) e 12 meses (Coleta 2).

Coleta 1 Coleta 2
RBS gCoO- RBS gCO:
mg C-CO2 kg diat mg C-CO2 g* CBM hora! mg C-CO:2 kg dia! mg C-CO2 g'* CBM hora!
0-10cm
Dose (D) Aplicagéo (A) X (D) Aplicagdo (A) X (D) Aplicagdo (A) X (D) Aplicagéo (A) X (D)
Int, Cont, Int, Cont, Int, Cont, Int, Cont,
15 m® ha' 14,6 22,2 18,4 b 1,0* 1,4* 12b 7,3 11,3* 9,3b 0,6 0,7 0,6 a
30 m® hat 25,1* 26,5* 25,8 a 1,6 1,6 16a 9,5 14,9* 12,2 a 0,7 1 0,8a
X (A) 199A 24,3 A 13A 15A 84B 13,1A 0,6 A 08A
0 m® ha* 16,5 1,9 4,8 0,7
CV (%) 15,5 14,9 13,1 27,1
10-20cm
15 m® ha' 5,3* 6,8* 6,1b 0,4* 0,5* 0,5b 3,7 3,3 35a 0,3 0,3 0,3a
30 m?® hat 11,9 14,1 130a 0,9* 1,1* 10a 3,9 3,4 3,7a 0,4 0,3 0,3a
X (A) 8,6 B 105A 0,7A 08A 3,8A 34a 0,3A 0,3A
0 m® hat 13,9 1,7 3,0 0,4
CV (%) 9,8 15,6 21,8 23,9
20-40cm
15 m® ha' 3,8* 5,0* 4,4 a 0,4* 0,6* 0,5a 2,2 1,7* 19a 0,3* 0,2* 0,2a
30 m® hat 4,1* 5,1* 4.6 a 0,4* 0,5* 0,4a 2,1 1,9* 20a 0,3* 0,2* 0,2a
X (A) 39A 50A 04A O06A 2,1A 18A 0,3A 0,2A
0 m®hat 9,4 1,4 3,3 0,6
CV (%) 21,4 23,6 28,3 28,7

Letras minusculas na coluna comparam doses (15 e 30 m® ha') e letras mailsculas na coluna comparam aplicagdo (Cont.= continua e Int.= interrompida).

Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05). Asterisco (*) indica diferenca significativa do tratamento controle (0 m2 ha'l) em relacédo
as doses continuas e interrompidas pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Valores altos de qCO2 na maior dose de DLS (30 m® ha'') podem ser
explicados por um estresse causado pela incorporacdo de materiais organicos
exogenos frescos ou algumas substancias toxicas presentes no DLS, assim como
reportado por Plaza, Garcia-Gil e Polo (2006) e Anderson e Domsch (1993).

Em contrapartida, Plaza et al. (2004) e Balota et al. (2014) observaram
valores de qCO2 mais altos nas menores doses de DLS e discutiram esse fato em
razdo das condi¢cbes abibticas do solo, como pH, diferencas na acessibilidade de
substratos pelos microrganismos e mudangca na composicdo da comunidade
microbiana (INSAM; HUTCHINSON; REBER, 1996).

Neste trabalho o indice de riqueza (S) de bactérias foi maior que o de
fungos (Tabela 6) o que pode provocar aumento de qCO2 em fungdo de haver um
predominio de popula¢gbes de bactérias. Isso corrobora Dilly e Munch (1998) ao
observarem que a reducdo de qCO: indica que a proporgdo de r — estrategistas
diminui, em relacdo a populagao de K — estrategistas ou que a biomassa fungica é
maior em relagdo a biomassa bacteriana, devido a uma maior eficiéncia no uso de
substrato pelos fungos, em comparagcédo com as bactérias (SAKAMOTO; OBA, 1994;
FREY, ELLIOTT; PAUSTIAN, 1999).

3.5.2 Perfis genéticos da comunidade microbiana por DGGE (Denaturing gradiente

gel electrophoresis)

Os perfis de DGGE revelaram alta similaridade entre as aplicacfes
continuas e interrompidas. No caso de bactérias, observou-se que a interrupcéo de
DLS teve efeito sobre o perfil deste grupo, mas foi menos pronunciado do que as
doses que determinaram os agrupamentos nos dendrogramas de similaridade (Figura
3a e b). Na coleta 1, a similaridade entre os tratamentos 30CO e 30IN foi de 89% e
entre 15CO e 15IN foi de 91%, e destes em relacdo ao controle (C) foi de 62% (Figura
3a).

Na coleta 2, a similaridade também foi alta, sendo de 85% para
tratamento 30CO e 30IN e 93% para 15CO e 15IN, e destes em relagao ao controle a
similaridade foi de 59% (Figura 3b). Apesar de o solo ter ficado 12 meses sem receber
DLS, houve alta similaridade entre a aplicacdo continua e interrompida dentro das

doses. Isso pode ser explicado porque a fonte de carbono e nutrientes usada pelos
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microrganismos foi a mesma, ou seja, aquela que veio do DLS, estimulando os
microrganismos igualmente pois ndo ha diversidade de substratos.

Souza et al. (2012) observaram que a estrutura das comunidades
bacterianas de solos sob vegetacao nativa apresentou baixa similaridade (35%) em
relacdo as areas cultivadas com soja e milho em plantio convencional e direto porque
foi afetada pela vegetacéo de cobertura em virtude da liberagéo de formas especificas
de carbono que representam fontes de energia.

Em relagédo ao tratamento controle (C), este foi 62% similar aos
demais tratamentos na coleta 1 e 59% na coleta 2 (Figura 3a e b). Como o controle
nunca recebeu DLS, a sua microbiota fica limitada em usar apenas o C dos residuos
culturais que ficam depositados no solo apds a colheita como fonte de energia, tendo
assim menor a diversidade de substratos.

Figura 3 — Perfis de DGGE da comunidade bacteriana de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob aplicacdo continua e interrompida de dejeto liquido de suinos (DLS).
Decorridos 5 meses (a) e 12 meses (b) apos interrupcdo (Profundidade de

amostragem 0 — 10 cm).
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Fonte: o proprio autor. Legenda: C= controle, 0 m? ha'; 15IN= parcela da dose 15 m? ha! aplicacdo
interrompida; 15CO= parcela da dose 15 m? ha! aplicacdo continua; 30IN= parcela da dose 30 m?3 ha-
1 aplicacdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m® hal aplicacdo continua. Coleta 1= coleta
realizada aos 5 meses ap0s a interrup¢ao. Coleta 2= coleta realizada aos 12 meses apos a interrupcéo.
Foto original: APENDICE A e B.
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O comportamento do perfil da comunidade de Archaeas foi similar ao
observado para Bacteria. Neste caso, a similaridade entre os tratamentos 15CO e
15IN foi de 96% na coleta 1 e 93% na coleta 2 (Figura 4a e b). E para os tratamentos
30CO e 30IN foi de 100% na coleta 1 e 92% na coleta 2 (Figura 4a e b).

Em relacdo ao tratamento controle, este foi similar em 85% na coleta

1 e 60%na coleta 2 com os demais tratamentos que receberam DLS (Figura 4a e b).

Figura 4 — Perfis de DGGE da comunidade de Archaeas de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob aplicacédo continua e interrompida de dejeto liquido de suinos (DLS).
Decorridos 5 meses (a) e 12 meses (b) apds interrupcdo (Profundidade de
amostragem 0 — 10 cm).
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Fonte: o proprio autor. Legenda: C= controle, 0 m? ha!; 15IN= parcela da dose 15 m? ha! aplicagdo
interrompida; 15CO= parcela da dose 15 m3 ha! aplicacdo continua; 30IN= parcela da dose 30 m® ha-
1 aplicagdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m3 ha! aplicagcdo continua. Coleta 1= coleta
realizada aos 5 meses ap0s a interrupgdo. Coleta 2= coleta realizada aos 12 meses apds a interrupgao.
Foto original: APENDICE C e D.

O perfil obtido para comunidade de fungos apresentou similaridade
menor entre os tratamentos comparado ao de bactérias e arqueas (Figura 5a e b).
Diferentemente do que ocorreu para os perfis de 16S, no caso dos fungos a
interrupcdo na coleta 1 provocou efeitos sobre esse grupo. Ao estabelecer um corte
em 70% de similaridade para formacao de agrupamentos, na coleta 1 houve formacao

de trés grupos (Figura 5a). Um grupo foi formado pela dose 30 m3 ha, continua ou



48

interrompida, e pela dose 15 m? ha! continua, apresentando similaridade de 85%. Os
outros dois grupos foram formados pela dose 15 m? ha! interrompida e o controle (C)
gue ficaram separados individualmente. Isso demostra que a dose de DLS influenciou
a separacao pois o controle e 15IN eram as que possuiam menor carga liquida de
DLS.

Na coleta 2 o comportamento do perfil da comunidade de fungos nao
foi 0 mesmo ao encontrado na coleta 1. Os tratamentos 15CO e 15IN apresentaram
65% de similaridade, 30CO e 30IN 68% e destes com o controle a similaridade, foi
41% (Figura 5b). Ou seja, com base no corte em 70% de similaridade, todos os
tratamentos ficam isolados, demostrando que as comunidades de fungos apresentam
uma dindmica muito diferente do que arqueas e bactérias.

A diferenca entre os perfis de fungos da coleta 1 e coleta 2 pode ser
explicada em funcao dos residuos culturais apos as colheitas de inverno e verao que
pode ter modulado uma condicdo ambiental desigual que conduziu respostas
diferentes e entre a coleta 1 e a coleta 2 para o grupo dos fungos. Além disso, a
composicdo quimica e bioldgica do DLS pode ser muito variavel

O tratamento controle (C) nunca recebeu DLS e o tratamento 15IN
apresentava a menor carga de DLS, logo o perfil da comunidade de fungos foi
modificada pela interrup¢édo durante 5 meses pois nestas parcelas pode ter ocorrido
uma selecdo de espécies que conduziu a prevaléncia de K-estrategistas pois a
disponibilidade de substrato é menor, corroborando Moreira e Siqueira, 2006. Isso é
confirmado pelo indice de dominancia (D), que foi maior no tratamento controle (C) e
15IN na coleta 1 para fungos, em contraste a diversidade que foi menor (Tabela 6).

As diferencas na composicdo da matéria organica e a disponibilidade
do substrato podem ser um dos motivos das diferencas na estrutura da comunidade
microbiana, pois geralmente compostos prontamente decomponiveis como acidos
organicos e carboidratos sdo provavelmente utilizados principalmente por bactérias
do solo, enquanto os fungos decompdem os materiais mais recalcitrantes e de menor
solubilidade (MARSCHNER; KANDELER; MARSCHENER, 2003). Aléem disso, os
fungos micorrizicos também sdo afetados negativamente pelas adicdes de DLS em
razao do seu alto teor de P (BALOTA et al., 2016).

Neste trabalho, a adicdo de material organico, que pode levar a um

rapido aumento da biomassa e da atividade microbiana e favorecer o crescimento de
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organismos copiotroficos comparados aos oligotroficos, conforme verificado por
Moreira e Siqueira (2006) e Hu, Bruggen e Grinwald (1999).

Diferentemente, Marschner, Kandeler e Marschner (2003), ao
avaliarem 5 adubacfes organicas e inorganicas durante 31 anos, observaram que 0S
tratamentos tiveram efeitos sobre a biomassa e estrutura da comunidade bacteriana

do solo, mas nao houve efeito sobre a estrutura da comunidade fungica.

Figura 5 — Perfis de DGGE da comunidade fungica de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob aplicacédo continua e interrompida de dejeto liquido de suinos (DLS).
Decorridos 5 meses (a) e 12 meses (b) apds interrupcdo (Profundidade de

amostragem 0 — 10 cm).

DGGE Fungo Coleta1

o
o
1

18CO
30CO
30IN
158IN

§92

DGGE Fungo Coleta2 b

-60
0
~100

15CO
15IN
30CO
30IN

413

632

4.0

Fonte: o proprio autor. Legenda: C= controle, 0 m? ha'; 15IN= parcela da dose 15 m? ha! aplicagdo
interrompida; 15CO= parcela da dose 15 m3 ha! aplicacdo continua; 30IN= parcela da dose 30 m® ha-
1 aplicacao interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m3 hal aplicacdo continua. Coleta 1= coleta
realizada aos 5 meses ap0s a interrupgdo. Coleta 2= coleta realizada aos 12 meses apds a interrupgao.
Foto original: APENDICE E e F.

Considerando o indice de diversidade de Shannon (H’), foi possivel
observar que a diversidade de microrganismos foi maior quando o DLS foi aplicado,
do que no controle sem aplicacéo (Tabela 6). Este resultado corrobora Faissal et al.
(2017) em que o indice de Shannon foi significativamente maior no solo fertilizado com
dejetos de aves e gado do que no solo de referéncia (sem fertilizacdo) e com o
trabalho de Zhen et al. (2014), ao concluirem que a aplicacdo de dejeto animal pode
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melhorar a estrutura genética da comunidade microbiana e a diversidade nos solos.
Li et al. (2015) observaram que tanto a abundancia (S), quando a diversidade (H) de
bactérias foi maior no tratamento que usou fertilizante mineral + dejeto suino do que
no solo néo fertilizado e no que recebeu apenas fertilizante mineral.

Em relacédo as doses, independentemente da aplicacdo continua ou
interrompida, a dose 15 m? ha! foi a que apresentou maior indice de Shannon (H’) e
na maioria dos casos seguiu o padrdo 15>30>0 (C) m2 ha! (Tabela 6).

As diferengas em relacdo ao tratamento controle ocorrem em virtude
deste nunca ter recebido DLS. Logo, a diversidade genética da comunidade
microbiana € menor pois ele ndo recebeu o aporte de nutrientes e compostos
organicos como ocorreu nas doses 15 e 30 m® ha. Além disso o DLS transfere uma
carga de microrganismos exdégenos que pode aumentar a diversidade genética no
solo

Apesar disso, a aplicacdo de DLS proporcionou aumento na
diversidade genética de microrganismos até a dose 15 m® hal, ja na dose 30 m® ha'!
a diversidade diminuiu. E possivel que isso tenha ocorrido em funcgéo de uma selegéo
de microrganismos anaerébios em detrimento aos aerébios. O DLS possui uma
elevada DBO (demanda bioquimica de oxigénio) e quando aplicado no solo tende a
reduzir a presséo parcial de Oz na atmosfera do solo favorecendo os microrganismos
anaeroébios. Aliado a isso, a forte ocorréncia de chuvas no periodo da aplicacdo até a
coleta do solo (65 mm na coleta 1 e 69 mm na coleta 2, conforme Figura 2b e c)
diminuiu ainda mais o Oz disponivel no solo. Lalande et al. (2000) comentam que
doses elevadas de DLS podem criar zonas anaerobicas temporarias no solo.

Comparando os trés dominios em relagédo ao indice de Menhinick (S),
foi possivel verificar que houve maior riqueza (S) de bactérias e baixa dominancia (D)
em relacdo as arqueas e fungos (Tabela 6). Isso relaciona-se positivamente com a
diversidade, ou seja, quanto menor a dominancia de espécies, maior sera a
diversidade deste solo (ZILLI et al., 2003).
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Tabela 6 — indice de riqueza de Menhinick (S), indice de diversidade de Shannon (H’)
e indice de dominancia de Simpson (D) de bactérias, arqueas e fungos do solo
influenciados por aplicacdo continua e interrompida de dejeto liquido de suinos.

(Profundidade de amostragem 0 — 10 cm).

Coleta 1l Coleta 2

indice 15CO 15IN 30CO 30IN Controle 15CO 15IN 30CO 30IN Controle
Bacteria

S 1,229 1,445 1,204 1,634 0,981 1,520 1,588 1,317 1,510 1,186

D 0,037 0,033 0,041 0,054 0,072 0,033 0,031 0,042 0,041 0,049

H' 3,324 3,434 3,196 3,102 2,736 3,416 3,398 3,166 3,160 3,020
Archaea

S 1,050 0,999 1,07 0,902 0,905 1,025 0,957 1,015 1,070 0,593

D 0,076 0,061 0,076 0,071 0,067 0,074 0,077 0,094 0,083 0,093

H' 2,917 3,036 2,856 2,891 2,095 2,919 2,893 2,742 2,810 2,528
Fungo

S 0,759 0,65 0,764 0,712 0,697 0,802 0,782 0,755 0,664 0,774

D 0,053 0,077 0,065 0,061 0,105 0,066 0,058 0,067 0,097 0,059

H' 3,000 2,687 2,876 2,895 2,472 2,986 3,002 2,848 2,497 3,000

C= controle, 0 m® hal; 15IN= parcela da dose 15 m3 ha aplicagdo interrompida; 15CO= parcela da
dose 15 m® ha! aplicacéo continua; 30IN= parcela da dose 30 m? ha! aplicacdo interrompida; 30CO=
parcela da dose 30 m?® ha! aplicagdo continua. Coleta 1= coleta realizada aos 5 meses apds a
interrupgdo. Coleta 2= coleta realizada aos 12 meses apoés a interrupgao.

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que a
interrupcédo da aplicacao de DLS por 12 meses tem efeito acentuado sobre a biomassa
e atividade da comunidade microbiana, mas também modifica a estrutura e a sua
diversidade. Embora o uso de indices ecol6gicos com base no perfil de DGGE sem o
posterior sequenciamento das bandas seja limitado (BARRANTES; SANDOVAL,
2009; MELO, 2008; SMIT et al., 1999; MUYZER; WALL; UITTERLINDEN, 1993), estas
ainda séo ferramentas valiosas para avaliar de maneira comparativa diferencas na

estrutura genética da comunidade microbiana do solo.

3.6 CONCLUSOES

A interrupcéo da aplicacéo de DLS durante cinco e doze meses afeta
a microbiota, causando diminuicdo da biomassa microbiana medida pelo CBM e NBM
e reduz sua atividade.

A aplicacdo de 30 m® de DLS ha' aumenta o carbono da biomassa

microbiana, respiragédo do solo e eleva o quociente metabdlico.
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A estrutura genética da comunidade de bactérias e arqueas é menos
afetada pela interrupcéo da aplicacdo de DLS do que a comunidade de fungos, que
tiveram sua diversidade diminuida em fun¢do do aumento da dominancia de espécies
apos a interrupcao das aplicacoes.

A diversidade de bactérias no solo com DLS é maior do que a
diversidade de fungos e arqueas.

A aplicagdo de DLS proporciona maior diversidade de
microrganismos, especialmente na dose de 15 m® ha* de DLS, mesmo apés 12 meses
da interrupcéo das aplicacdes. Em contrapartida, a menor diversidade foi verificada

no tratamento controle que nunca recebeu DLS.
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4 ARTIGO B: ATIVIDADE ENZIMATICA E ATRIBUTOS QUIMICOS DO SOLO
APOS APLICACAO CONTINUA E INTERROMPIDA DE DEJETO LiQUIDO DE
SUINOS

4.1 RESuUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar atividades enzimaticas e atributos quimicos
de um solo sob aplicacao continua (28 anos) ou apds interrupgdo por 5 e 12 meses
de dejeto liquido de suinos (DLS). O experimento foi conduzido em Latossolo
Vermelho Distroférrico sob sistema de plantio direto, estabelecido desde 1988,
disposto em delineamento de blocos ao acaso. Durante 28 anos (1988 a 2016)
foram aplicadas doses de 0, 15 e 30 m® ha! de DLS antecedendo as safras de
verdo e de inverno. Em 2016, as parcelas foram divididas (exceto controle, 0 m3
ha') e houve a interrupcéo da aplicacdo de DLS em meia parcela, gerando o
esquema fatorial 2 x 2 sendo duas doses de DLS (15 e 30 m3 hal) e duas
condi¢Bes de aplicagdo (continua ou interrompida). Realizaram-se duas coletas
de solo, aos cinco e doze meses apoOs a interrupcdo das aplicacdes, nas
profundidades de 0 — 10, 10 — 20 e 20 — 40 cm. Avaliaram-se 0s atributos quimicos
P disponivel, carbono organico total (COT), pH, AI3*, H*+Al*, Ca?*, Mg?* e K* e as
enzimas arilsulfatase (AR), B-Glicosidase (B-G), fosfatase &cida (FA) e basica
(FB), hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA). O teor de P, Mg?* e a acidez
potencial (H*+Al**) variaram com as doses, mas ndo com a interrupcdo das
aplicacoes. Houve efeito da interrupcdo sobre a atividade das enzimas AR, -G e
FB. A aplicagdo continua de DLS aumentou a atividade da enzima AR em ambas
as coletas. O mesmo comportamento ocorreu com as enzimas -G e FB em uma
das coletas. A FDA nao foi influenciada pela interrupgéo das aplicagbes, mas na
dose 30 m3 ha! de DLS aumentou a atividade. Os atributos quimicos ndo foram
sensiveis o0 suficiente para dar uma resposta rapida a 12 meses apds a
interrupcdo das aplicacdes. Entretanto, a atividade de algumas enzimas reduziu
em resposta a interrupgao da aplicacao de DLS.

Palavras-chave: Atividade microbiana. Carbono orgéanico. Ciclos biogeoquimicos.
Dejeto animal.

ENZYMATIC ACTIVITY AND CHEMICAL ATTRIBUTES OF THE SOIL AFTER
CONTINUOUS AND INTERRUPTED APPLICATION OF PIG SLURRY

4.2 ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate enzymatic activities and chemical attributes of a
soil under continuous (28 years) or interrupted (5 and 12 months) application of pig
slurry (PS). The experiment was performed in a Rhodic Ferralsol under no-tillage
system, established since 1988, arranged in a randomized block design. For 28 years
(1988 to 2016) doses of 0, 15 and 30 m® ha of PS were applied before the summer
and winter crops. In 2016, the plots were divided and the application was interrupted
in half of the plot, generating a 2 x 2 factorial scheme, with two doses of PS (15 and
30 m® hal) and two application conditions (continuous ou interrupted). The soil
sampling was performed at five and twelve months after the interruption, at depths of
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0-10, 10- 20 and 20 - 40 cm. The chemical attributes available P, total organic carbon
(TOCQ), pH, AP, H*+AF*, Ca?*, Mg?* and K*, were assessed. In addition to the enzymes
arylsulfatase (AR), B-glycosidase (B-G), acid (AP) and basic (BP) phosphatase,
hydrolysis of fluorescein diacetate (FDA). Aviable P, Mg?* and potential acidity (H*+AI**)
varied with the doses, but not with the interruption of the application. The interruption
affected the activity of the enzymes AR, B-G and BP. The continuous application of PS
increased the activity of AR in both samplings, as well as the enzymes -G and BP in
one of the samplings. The FDA did not change significantly with interruption but,
depending on the dose, showed that 30 m3 ha! of PS increased FDA activity. The
chemical attributes were not sensitive enough to give fast response to the interruption
of application after 12 months, however, the activity of some enzymes reduced in
response to the interruption of PS application.

Key words: Microbial activity. Organic carbon. Biogeochemical cycles. Animal
manure.

4.3 INTRODUCAO

O Brasil em 2016 abateu 42,3 milhdes de suinos (IBGE, 2017),
colocando-se como o quarto maior produtor mundial de carne suina (ABPA,
2017). Embora este resultado seja positivo do ponto de vista econdmico, 0s
dejetos produzidos pela cadeia suinicola, muitas vezes, excedem a capacidade
de reciclagem do solo e acabam sendo aplicados em doses muito elevadas na
mesma area. Estima-se que o dejeto liquido de suinos (DLS), represente mais de
95% do total de dejetos gerados pela suinocultura brasileira (KONZEN, 2003).

A reciclagem de DLS na forma de fertilizante organico em éareas
agricolas é comumente empregada no Brasil (SEGANFREDO, 2012; CORREA et al.
2011) e pode promover melhorias no solo, como o fornecimento de macro e
micronutrientes (CORREA et al. 2011; COUTO et al., 2013) e aumento da matéria
organica (MOS) (LOURENZI et a., 2011; LOURENZI et al., 2016; MORALES et al.,
2016; PLAZA et al., 2004).

O DLS é um fertilizante de baixo custo, mas quando leva-se em
consideracdo o custo de transporte as vantagens em seu uso desaparecem em
vista do alto custo de transporte de cargas liquidas. Por isso, muitas vezes o DLS
€ aplicado excessivamente em areas proximas a granja, o que pode, se
negligenciada quanto a dose, época ou periodicidade de utilizacdo (OLIVEIRA,
SILVA; PERDOMO 2012), se tornar um fator de risco ambiental pelo excesso de
cobre (Cu), zinco (Zn) (GIROTTO et al., 2010), manganés (Mn) (BASSO et al.,
2012), potassio (K), fosforo (P) (SCHERER, NESI E MASSOTTI, 2010), além de



nitratos, com riscos de lixiviagcdo e contaminacdo das aguas superficiais e do
lencol freatico (HERNANDEZ; POLO; PLAZA, 2013). Pode também alterar a
quantidade e atividade da comunidade microbiana (BALOTA et al.,, 2014,
MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003).

O uso de indicadores que avaliem de forma sensivel e rapida as
alteracdes no solo é necessario para identificar mudancas na sua qualidade e
funcionalidade (ARAUJO; MONTEIRO, 2007; GREGORICH et al., 1994;
KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA, 2010). A atividade enziméatica do solo é um
indicador bioquimico que pode refletir as condicbes do ambiente edéafico, em
razdo das praticas agricolas (CARDOSO et al., 2013; SILVA et al., 2015), pois as
enzimas possuem estreita relagcdo com as condic¢des abibticas e bidticas do solo,
como temperatura, umidade, pH, teor de COT e nutrientes, biomassa e atividade
microbiana e diversidade de microrganismos (BALOTA et al., 2013).

As enzimas do solo sdo importantes dentro dos ciclos
biogeoquimicos. A acdo das fosfatases, por exemplo, permite a mineralizacédo do
P orgéanico (DICK, 1994) e a acao da arilsulfatase promove a hidrélise de ésteres
de arilsulfatos orgéanicos, atuando na mineralizacdo de S organico para SO4%,
forma absorvida pelas plantas (BALOTA, 2017). No ciclo do carbono, diversas
enzimas atuam de diferentes formas como, por exemplo, a B—glicosidase que
realiza a hidrdlise de celobiose, tendo como produto final a glicose (TABATABAI,
1994). Além disso, a hidrolise de FDA (diacetato de fluoresceina) determina a
atividade de trés enzimas: lipases, esterases e proteases (BALOTA et al., 2013),
gue estdo relacionadas a decomposicdo da matéria organica. Existem varias
outras como as amilases, celulases e desidrogenase, que sao relacionadas ao
ciclo do carbono, e as ureases, glutaminases e asparaginase, relacionadas ao
ciclo do nitrogénio (CARDOSO et al., 2013).

Diversos trabalhos foram realizados para medir a atividade
enzimatica do solo sob efeito de sucessivas aplicacdes de doses de DLS, culturas
e condicdes climaticas (BALOTA; MACHINESKI; TRUBER, 2011; SILVA et al.,
2015; PLAZA et al., 2004) mostrando diferentes tendéncias conforme a enzima
estudada (BALOTA; MACHINESKI; TRUBER, 2011). Apesar disso, quando
interrompe-se a aplicacdo do DLS, os efeitos sobre os componentes quimicos e
microbiolégicos do solo ainda devem ser melhor detalhados, pois afetam o ciclo

dos elementos, logo a fertilidade e a qualidade do solo.
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Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar atributos
quimicos e atividade enzimatica de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob

aplicacdo continua (28 anos) ou interrompida (5 e 12 meses) de DLS.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Area de Estudo e Amostragem

O experimento foi estabelecido em 1988 na Estagao Experimental do
Instituto Agronémico do Paran4, localizado em Palotina, Estado do Parana (24°17' S,
53°50" W). Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Cfa
(subtropical amido), com temperatura média anual de 20°C, precipitacdo anual de
1800 mm (CAVIGLIONE et al., 2000).

O solo foi classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico de
acordo com Santos et al. (2013). A granulometria foi determinada conforme Tavares
Filho e Magalhdes (2008), com teor de argila de 695,4 g kg?, 134,2 g kg™ de silte e
170,4 g kg de areia.

A &rea experimental foi constituida de parcelas com 5,0 m de largura
por 9,0 m de comprimento (45 m?), com trés repeticdes por tratamento, dispostas em
delineamento de blocos ao acaso. A area foi manejada sob sistema de plantio direto
(SPD) em rotacéo de soja (Glycine max L.) ou milho (Zea mays L.) na safra de verao
e trigo (Triticum sativum Lam.) ou aveia (Avena sativa L.) na safra de inverno. Durante
28 anos, as aplicacdes de DLS ocorreram duas vezes ao ano, antecedendo as safras
de verdo e de inverno nas doses de 15 e 30 m3 ha'! de DLS, além de um controle que
nao recebeu o dejeto.

Em 2016, as parcelas foram divididas (exceto o tratamento controle,
0 m® ha'), e interrompeu-se a aplicacéo de DLS em meia parcela gerando o esquema
fatorial 2 x 2, sendo duas doses de DLS (15 e 30 m® ha') e duas condi¢cGes de
aplicacao (continua ou interrompida). Antes de ser aplicado o DLS foi mantido em
esterqueiras durante aproximadamente 70 dias para fermentacao parcial, e no dia da
aplicacdo o mesmo foi agitado para homogeneizacdo. A composi¢cdo quimica média
do DLS (coleta 1 e 2) apresentou 19,7 g L* de matéria seca, 3,1gL*deN, 2,7 gL?
dePel,2glLtdeK.
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A Ultima aplicacdo de DLS na parcela inteira ocorreu em maio de
2016, a partir dai interrompeu-se a aplicacdo na metade da parcela para realizar as
coletas de solo, que ocorreram em outubro de 2016 (coleta 1) e maio de 2017 (coleta
2), cinco e doze meses apos a interrupcao (Figura 2). No periodo de dez dias entre a
aplicacao de DLS e as coletas do solo, houve acumulo de precipitacdo de 65 mm na
coleta 1 e 69 mm na coleta 2, conforme Figura 2b e c.

Coletou-se uma amostra composta por trés subamostras de solo em
cada uma das trés repeticbes do tratamento com auxilio de uma pa reta nas
profundidades de 0 — 10, 10 — 20 e 20 — 40 cm.

4.4.2 Determinacgéo de Atributos Quimicos do Solo

Os atributos quimicos do solo foram avaliados de acordo com Pavan
et al. (1992). Inicialmente, o solo foi seco a 60°C por 24 horas em estufa, depois foi
moido e passado em peneira de 2 mm (terra fina seca ao ar — TFSA). Os teores de
Ca?*, Mg?* e AIP* trocaveis foram extraidos por KCI 1,0 mol L%, e em seguida,
determinaram-se Ca?* e Mg?* trocavel por espectrofotometria de absorgdo atdmica e
AI®* por titulagdo com hidréxido de sédio (NaOH 1 M). A extracdo de P disponivel e K*
trocavel foi realizada com solucdo extratora Mehlich-1 e quantificados por
espectrofotdmetria (630 nm) e fotometria de chama, respectivamente. Para o carbono
organico total (COT), o solo foi oxidado por dicromato de potassio (K2Cr207) em meio
sulfarico com posterior titulacao utilizando sulfato ferroso (FeSOa4) conforme método
Walkley e Black. O pH foi determinado em uma suspensao na propor¢ao 1:2,5 (m:v)
de solo e CaCl2 0,01M e a acidez potencial (H*+ AI**) foi estimada pelo pH apés

equilibrio com solucédo tampéo SMP.

4.4.3 Determinacao das Atividades Enzimaticas do Solo

Para as atividades enziméticas, as amostras de solo foram
homogeneizadas, passadas por peneira de malha 4 mm e armazenadas a
temperatura de 7°C até a avaliacdo. A determinacdo da umidade das amostras foi
efetuada pelo método gravimétrico. A atividade da enzima arilsulfatase (AR) e das
enzimas fosfatase acida (FA) e béasica (FB), foram determinadas de acordo com

Tabatabai (1994). Na determinacdo da AR, as amostras de solo foram incubadas (1
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hora a 37°C) com substrato p-nitrofenil sulfato de potassio e posteriormente o produto
de hidrolise (p-nitrofenol) foi lido em espectrofotdmetro a 400 nm. Para fosfatase, o
substrato utilizado foi p-nitrofenil fosfato de sédio com um tampado universal
modificado (MUB) (pH 5,5 para FA e pH 11,0 para FB) e lido a 400 nm. A atividade
da B—glicosidase (B—G) foi avaliada segundo a metodologia de Eivazi e Tabatabai
(1988) empregando-se o p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo como substrato e posterior
determinacao colorimétrica (410 nm). A hidrélise de FDA foi determinada pelo método
descrito por Dick, Breakwell e Turco (1996) usando uma solucdo de 2 mg mL? de
diacetato de fluroesceina, incubando-se com o solo sob agitacdo durante 20 min a

24°C, e posteriormente avaliado no comprimento de onda de 490 nm.

4.4.4 Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto a adequacdo dos residuos a
distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de
Bartlett. As varidveis que apresentaram auséncia de normalidade ou
homocedasticidade, foram transformadas pelo método de Box-Cox e novamente
testadas. Os dados da atividade enzimatica foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, quando a interacéo entre os fatores foi significativa, os efeitos das doses
e aplicacdo continua ou interrompida foram analisados pelo teste Tukey (p<0,05). O
tratamento controle (0 m® ha?') e as doses continuas ou interrompidas, foram
comparados pelo teste de Dunnet (p<0,05). Os atributos quimicos do solo foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e se significativos, os tratamentos foram
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05). A relacao entre as variaveis enzimaticas e
quimicas foram calculadas por correlacdo de Spearman (r, p<0,05). Todas analises

estatisticas foram realizadas com o software R (verséo 3.3.2).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Atributos Quimicos

A interrupcédo da aplicagdo de DLS nao influenciou os atributos
quimicos. Entretanto, o teor de P disponivel, Mg?* e acidez potencial (H*+Al**) variaram
com as doses de DLS (Tabela 7).
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O teor de P na profundidade 0 — 10 cm foi significativamente maior na
dose de 30 m3 ha! em comparacdo com a dose 15 m® ha e o controle (C), em ambas
as coletas. Ja na profundidade 10 — 20 cm houve diferenga apenas das doses em
relacdo ao controle (C) (Tabela 7). O DLS apresenta elevado teor de P que
normalmente encontra-se em fracdes inorganicas (CERETTA et al., 2010). Neste
trabalho, o teor médio de P no DLS foi de 2,7 g L1, o que representa aproximadamente
2,7 kg de P a cada m® de DLS aplicado. Considerando as espécies de cereais
(milho/trigo/aveia) e oleaginosas (soja) cultivadas na area, o teor de P adicionado
excede a capacidade de exportacdo pela colheita dessas culturas (PAULETTI,
MOTTA, 2017), logo, parte fica acumulada principalmente na camada superficial do
solo.

O aumento no teor de P disponivel € linear a adicéo crescente de DLS
(BALOTA et al., 2014; CERETTA et al., 2010; COUTO et al., 2013; LOURENZI et al.,
2011; LOURENZI et al., 2016; MATOS et al.,, 2016), o que representa um risco
potencial para contaminagdo de aguas superficiais pelo seu carregamento pela chuva.
Além disso, pode causar efeitos negativos sobre a populagédo de fungos micorrizicos
do solo, assim como observado por Balota et al., 2016.

Para o COT néo houve diferenca em nenhuma das profundidades, em
ambas as coletas (Tabela 7), o que € consistente com os resultados de Balota et al.
(2014); Comin et al. (2013), Scherer; Nesi e Massotti (2010) e Rochette, Angers e Coté
(2000). E possivel que o COT do solo n&o tenha variado em func&o da aplicagéo pois
o DLS apresenta alto teor de N e baixa relacdo C:N (média de 3,1 g L), o que,
segundo Plaza et al. (2004) pode estimular o metabolismo microbiano que utiliza o
COT nativo do solo, o que limitaria seu acimulo mesmo com altas doses de DLS.

Na profundidade 20 — 40 cm, as doses de 30 m? ha! continuas ou
interrompidas resultam em menor acidez potencial (Tabela 7). Isso é atribuido ao fato
de o DLS ser levemente alcalino (MIYAZAWA; BARBOSA, 2015), proporcionando
condicdo favoravel ao aumento da saturacéo por bases. Resultado semelhante foi
encontrado por Lourenzi et al. (2016) em que teores de H*+APF* ndo diferiram na
profundidade de 0 — 8 cm. Entretanto, abaixo desta camada, os tratamentos que
receberam DLS apresentaram menores valores de H*+Al*F* do que a area controle.

O teor de Mg?* aumentou com a aplicacédo de DLS, principalmente na
camada 0 — 10 cm (Tabela 7). Esses incrementos também podem ser atribuidos a

qguantidade de Mg?* que é aportado pelo DLS. Couto et al. (2013) também
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encontraram aumento nos teores de P disponivel e de Ca?* e Mg?* trocaveis no solo

depois da adicéo de dejeto de suinos.

Tabela 7 — Atributos quimicos de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob aplicacédo
continua ou interrompida de dejeto liquido de suinos (DLS) na estacao experimental
do IAPAR, Palotina-PR.

Profundidade

Tratamento 0-10cm 10-20cm 20-40cm
Coletal Coleta2 Coletal Coleta2 Coletal Coleta 2
P (mg dm)

C 176 a 19,3 a 119a 12,7 a 9,3a 8,7a
15IN 18,7 a 18,7 a 13,1a 12,2 a 9,2a 7,8a
15CO 18,0 a 209a 134 a 14,0 a 10,1 a 9,3a
30IN 18,5a 19,7 a 12,3a 13,6 a 9,8a 8,7a
30CO 18,0 a 20,0 a 119a 12,7a 8,2a 8,2a
CV (%) 11,5 7,4 9,9 13,8 17,6 23,6

pH (CacCl.)

C 4.4 a 51a 44 a 48a 46a 51a
15IN 45 a 51a 45 a 49 a 4,7 a 52a
15CO 44a 52a 45a 49a 47 a 51a
30IN 45 a 51a 4.6 a 4.8 a 49 a 53a
30CO 4,7a 51a 46a 4,7 a 48a 52a
CV(%) 5,6 3,4 4,1 3,8 3,5 3,3

AR* (cmolc dm3)

C 0,5a 0,13 a 0,4a 0,5a 0,2a 0,13 a
15IN 0,3a 0,08 a 0,3a 0,2a 0,2a 0,04 a
15CO 0,3a 0,04 a 0,3a 0,3a 0,2a 0,10 a
30IN 0,4a 0,09a 0,3a 0,3a 0,1a 0,00 a
30CO 0,3a 0,04 a 0,3a 0,4a 0,1a 0,00 a
CV(%) 72,0 49,0 60,0 77,0 55,3 93,0

H*+AI** (cmolc dm-3)

C 6,7 a 54a 6,2a 59a 5,2 ab 4.6 a
15IN 6,9 a 56a 6,2a 58a 5,3ab 4.3 a
15CO 7,0 a 55a 6,4 a 59a 58a 4,7 a
30IN 70a 59a 6,4 a 6,1a 50b 4.3 a
30CO 6,4 a 58a 6,2a 6,4 a 50b 4,2 a
CV (%) 9,9 9,8 6,1 8,7 5,1 9,1

Ca?* (cmolc dm-®)

C 32a 39a 31la 3,3a 34a 40a
15IN 33a 39a 30a 35a 33a 39a
15CO 3,1a 4.6 a 32a 3,6a 3,3a 3,6a
30IN 33a 42a 31la 34a 34a 3,8a
30CO 35a 4.1 a 29a 3,1a 3,1a 35a

CV(%) 19,1 14,7 16,6 21,6 11,6 15,9
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Tabela 7 — Continuagao...

Profundidade
Tratamento 0-10cm 10-20cm 20-40cm
Coletal Coleta2 Coletal Coleta2 Coletal Coleta?2
Mg?* (cmolc dm-3)

C 1,0c 1,8b 0.8b 10b 1,0a 10b
15IN 15ab 2,2ab 1,2 ab 1,7a 1,2a 1,3a
15CO 1,3 bc 2,6a 1,2 ab 15a 1,1a 1,3a
30IN 16ab 25ab 1,4 a 1,7a 1,3a 16a
30CO 1,8a 2,8a 1,4 a 1,8a 1,3a 15a
CV (%) 10,7 11,7 12,4 12,0 14,5 7,7

K* (cmolc dm3)

C 0,4a 0,5a 0,3a 0,3a 0,3a 0,2a
15IN 0,8a 0,6 a 0,6 a 0,4 a 0,4a 0,3a
15CO 0,7a 0,7a 0,5a 0,5a 0,4a 0,3a
30IN 0,8a 0,8a 0,7a 0,7 a 05a 0,4a
30CO 09a 0,7a 0,6 a 0,6a 0,5a 0,4a
CV (%) 24,3 14,7 27,9 24,5 29,3 34,3

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna na mesma profundidade n&o
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). C= controle, 0 m3 hal; 15IN=
parcela da dose 15 m3 ha! aplicagdo interrompida; 15CO= parcela da dose 15 m? ha
aplicagdo continua; 30IN= parcela da dose 30 m? ha? aplicagdo interrompida; 30CO=
parcela da dose 30 m? ha! aplicacédo continua. Coleta 1= coleta realizada aos 5 meses
apoés a interrupgdo. Coleta 2= coleta realizada aos 12 meses apds a interrupcao da
aplicacdo de DLS.

4.5.2 Atividade Enziméatica

A interrupcdo da aplicacdo de DLS influenciou a atividade das
enzimas arilsulfatase (AR) B—Glicosidase (8—G) e fosfatase basica (FB). Na coleta 1,
houve interacdo entre os fatores para atividade da AR na profundidade 20 — 40 cm.
Neste caso, a dose de 30 m® ha? continua promoveu atividade duas vezes maior que
a mesma dose com aplicacdo interrompida (Tabela 8). No desdobramento da
aplicacdo continua, a dose 30 m® ha! apresentou maior atividade para AR do que a
dose 15 m® ha! (Tabela 8).

A interrupcdo da aplicagdo de DLS por 5 meses (coleta 1) também
promoveu efeitos significativos sobre a atividade da FB. Ainda que a interagéo tenha
sido significativa apenas na profundidade 20 — 40 cm, nota-se que esta seguiu 0
mesmo comportamento nas trés profundidades, em que a aplicacdo continua e dose
30 m® ha! apresentaram maior atividade (Tabela 8). Quanto maior a carga de DLS,
maior foi a atividade de ambas enzimas devido ao fornecimento de substratos com a
adicdo de DLS, assim como reportado por Balota, Machineski e Truber (2011) e
Lalande et al. (2000).
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Resultados semelhantes foram reportados em trabalhos anteriores,
como por Balota et al. (2014), em que a aplicacdo de DLS teve efeito positivo sobre a
atividade da fosfatase acida e arilsulfatase. Lalande et al. (2000) observaram que a
dose de 90 m3 ha'! de DLS promoveu a atividade das enzimas desidrogenase,
fosfatase acida e alcalina, arilsulfatase, urease. No entanto, os resultados reportados
por Marschner, Kandeler e Marschner (2003) demostraram que as atividades da
maioria das enzimas nao foram significativamente afetadas pelo uso de 5 tipos de
fertilizacdo porque a quantidade de compostos organicos adicionadas por ano via
dejeto foram relativamente pequenas.

Segundo Tabatabai (1994) e Dick (1997), a maioria das
arilasulfatases ndo sdo enzimas constitutivas, e sua sintese por microrganismos €
controlada pelo teor de carbono e enxofre no ambiente. A determinagéo de enxofre
nao foi realizada neste experimento, mas a correlacdo da AR com o COT foi
significativa (Tabela 10). O carbono organico é reservatorio de ésteres de sulfato, que
s&o os substratos das arilsulfatases (DENG; TABATABAI, 1997).

As fosfatases sédo produzidas principalmente por microrganismos e
diversos trabalhos sugerem que sédo produzidas quando o teor de fosforo disponivel
atinge niveis criticos para crescimento vegetal e microbiano (BALOTA et al., 2014;
DICK, 1997). A correlacdo da fosfatase acida (FA) com o teor de P foi significativa,
mas ao se testar a correlacdo da FB com o P no solo, verificou-se que a mesma nao
foi significativa (Tabela 10). Marschner, Kandeler e Marschner (2003), também n&o
encontraram correlacado significativa entre as atividades enziméticas com parametros
guimicos do solo. Segundo esses autores, isso se deve a redundancia funcional dos
microrganismos do solo, pois as mudancas na estrutura da comunidade microbiana
ndo conduzem necessariamente a mudancas nas atividades enziméticas. Além disso,
0 aumento da atividade enzimética depende da capacidade metabdlica das
comunidades microbianas e sua capacidade de usar os substratos fornecidos (FALIH;
WAINWRIGHT, 1996).
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Tabela 8 — Atividade das enzimas arilsulfatase (AR), S—Glicosidase (8—G), fosfatase acida (FA), fosfatase basica (FB) e hidrolise do diacetato de

fluoresceina (FDA) em um Latossolo Vermelho Distroférrico apos cinco meses (coleta 1) de interrupcdo ou sob aplicacdo continua de dejeto

liguido de suinos (DLS).

Coleta 1
AR B-G FA FB FDA
ug PNP g hora ug FDA g? hora?
0-10cm
Aplicacéo (A - Aplicacdo (A - Aplicacdo (A - Aplicacdo (A - Aplicacéo (A -
Dose (D) In'?. ; éo%t. X (D) In?. i Cént). X (D) InF:. ; C(on)t. x (D) Intl.O i Cgor)u. X (D) Igt. i Cént). X (D)
15 m® ha' 27,2 22,9 25,0a 103,3 100,5 1019a 2723 313,2 2928a  32,3* 49,6 40,9a 653* 959 80,6 a
30 m® hat 25,1 26,0 255a 873 107,9 97,6 a 258,2 279,5 2689a 41,2 58,2 49,7a 67,7* 69,2* 684a
X (A) 26,1 A 245 A 953 A 1042A 2653 A 2964 A 36,8B 539 A 66,5 A 826 A
0 m® hat 20,7 97,6 294,7 59,6 120,2
CV (%) 7,4 14,5 17,2 18,1 22,6
10-20cm
15 m® ha' 18,5 19,4 189a 37,4 36,5 36,9 a 160,7 166 163,3 a 27,2 34,8 31,0b 45,6 49,9 47,7 a
30 m® hat 20,6 14,0 17,3a 425 41,6 420a 146,4 150,1 148,2a 32,6 57,3* 450a 43,1* 47,2 45,1 a
X (A) 1955A 16,7A 39,9A 390A 153, 5A 158,0A 299B 46,1 A 443 A 485A
0 m®hat 17,1 38,5 167,1 39,6 69,0
CV (%) 20,8 17,8 7,9 16,5 15,2
20-40cm
15m3®ha! 149Aa 155Ab 15,2 32,7 34,4 33,5a 131,1 150,1 140.6a 33,4Aa 40,1Ab 36,75 448 40,2* 425a
30m*ha! 11,1Ba 26, 7Aa 18,9 37,4 35,9 36,6 a 158,9 138,1 1485a 32,2Ba 55,0*Aa 43,6 36,7 30,5* 336a
X (A) 13,0 21,1 35,0A 351A 1450A 1441 A 32,8 47,55 40,7A 354 A
0 m®hat 11,1 27,9 132,5 34,2 59,9
CV (%) 31,5 24,4 26,4 12,8 17,9

Letras mailisculas na linha comparam o fator aplicagdo (Cont.=continua e Int.=interrompida); letras mindsculas na coluna comparam fator dose (15 e 30 m® hal) e * indica diferenca significativa do

tratamento controle (0 m® ha'') em relagéo aos demais pelo teste de Dunnet a (p<0,05).
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Na coleta 2 a atividade das enzimas AR e -G reduziu em resposta a
interrupcdo da aplicacdo de DLS, sendo que em ambas, na profundidade 0 — 10 cm,
a dose 15 m® ha?' continua resultou em maior atividade que a dose 15 m? ha
interrompida (Tabela 9). O desdobramento do fator aplicacdo mostrou que a
interrupcdo se diferenciou nos niveis do fator dose, sendo a dose 30 m?® hal
interrompida foi superior a dose 15 m3 ha? interrompida (Tabela 9). Novamente,
quando maior a dose de DLS, maior foi a atividade microbiana no solo. Segundo
Kandeler at al. (1999), alteragbes organicas a longo prazo no solo podem estimular
atividades enziméticas e a biomassa microbiana.

A FDA apresentou maior atividade na dose 30 m® ha' (Tabela 9).
Essa enzima participa ativamente nas transformagdes da MOS, entdo sua atividade
aumenta com as doses de DLS. Silva et al. (2015) também observaram aumento da
atividade da FDA em area que recebeu DLS por 14 anos.

O aumento da atividade das enzimas -G e hidrolise de FDA com a
dose de DLS, pode ter ocorrido em funcéo da disponibilizacdo de substratos, ja que
ambas estdo envolvidas no ciclo do carbono e apresentaram alta correlagdo com o
teor de COT do solo (Tabela 10). Os compostos organicos adicionados levam ao
aumento da atividade da B-Glicosidase que desempenha papel importante na
degradacédo de carboidratos no solo (DENG; TABATABAI, 1996).

A alteracdo na atividade de enzimas do solo devido a aplicacdo de
DLS pode ser uma resposta a maior capacidade de imobilizacdo de nutrientes da
comunidade microbiana. A adicdo crescente de compostos organicos aumenta o
suprimento de substratos prontamente disponiveis, como carboidratos, para 0s
microrganismos que produzem a maioria das enzimas do solo (BALOTA;
MACHINESKI; TRUBER, 2011).

Em ambas as coletas, as atividades enzimaticas diminuiram com a
profundidade (Tabela 8 e 9). Essa diminuigcdo pode estar relacionada ao menor
conteudo de carbono labil e menor disponibilidade de O2, que diminui 0 niumero de
microrganismos aerobicos e sua atividade, em relacdo a camada superficial. Além
disso, a precipitacdo pluvial nos 10 dias anteriores as duas coletas foi elevado (Figura
2), logo, a saturagdo de agua no solo cria condicbes anaerdbicas temporarias que

podem afetar o crescimento e a atividade microbiana.
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Tabela 9 — Atividade das enzimas arilsulfatase (AR), f—Glicosidase (8—G), fosfatase acida (FA), fosfatase basica (FB) e hidrélise do diacetado de

fluroesceina (FDA) de um Latossolo Vermelho Distroférrico apés doze meses (coleta 2) de interrup¢do ou sob aplicacdo continua da aplicacao de

dejeto liquido de suinos (DLS).

Coleta 2
AR B-G FA FB FDA
ug PNP g hora* ug FDA gt hora?
0-10cm
Aplicacdo (A _ Aplicacdo (A _ Aplicacdo (A _ Aplicacdo (A _ Aplicacdo (A _
Dose (D) In'f.) i C(or)1t. x (D) Intl.o e x () InF;. i CE)n)t. X (D) IFr)1t. i Co(nt). x () InF;. i CE)n)t. X (D)
15m*ha! 146Bb 21,6 Aa 18,1 1134Bb 181,8Aa 147,6 2082 1876 1979a 399 385 39,2a 1931 2124 202,8b
30m3*hatl 23,3Aa 20,7Aa 220 1668Aa 170,5Aa 168,6 211,2 205 208,1a 63,8 42 529a 2357 236,2 2359a
X (A) 17,7 22,5 140,1 209,7 A 196,3 A 51,8 A 40,3 A 2144 A 2243 A
0 m® hat 15,8 132,4 220 45,2 218,7
CV (%) 10,9 11,7 11,8 25,1 9,5
10-20cm
15 m® ha' 11,7 11,2 114 a 41,9 419a 821 79,4 80,7a 275 21,8 246a 1336 143,6 1386 b
30 m?® hat 11,8 12,2 120a 46,9 49,1a 81,3 72,7 770a 209 244 226a 1852 1614 1733 a
X (A) 11,7 A 11,7 A 44,4 A 46,6 A 81,7A T76,1A 242 A 23,1 A 159,4 A 1525A
0 m® hat 12,2 42,4 1144 32,5 1245
CV (%) 19,6 18,2 13,8 14,4 10,3
20-40cm
15 m® ha' 6,8 4.4 56a 24,5 25,0b 49,5 43,8 46,6a 329 31,5 32,2a 1106 1243 1174 a
30 m® hat 5,8 6,8 6,3a 32,5 35,0a 45,0 30,2 376a 326 237 281la 1184 115,2 116,8a
X (A) 6,4 A 56A 28,5 A 31,4 A 472 A 37,0A 32,7A 276 A 1145A 1198 A
0 m® hat 7,5 26 65,5 31,8 110,3
CV (%) 30,4 15,9 19,9 16,9 15,9

Letras mailisculas na linha comparam o fator aplicagdo (Cont.=continua e Int.=interrompida); letras mintisculas na coluna comparam fator dose (15 e 30 m® ha!) e * indica diferenca significativa do
tratamento controle (0 m3 ha*) em relag&o aos demais pelo teste de Dunnet a (p<0,05).
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As correlacdes entre as enzimas e delas com os atributos quimicos
foram positivas e significativas. Neste caso, observou-se que todas as enzimas,
exceto a FB, tiveram correlacao significativa com o COT (Tabela 10), demostrando
que o DLS fornece substratos para todas enzimas. Isso estd em concordancia com
trabalhos encontrados na literatura que sugerem que as alteracdes nos teores de
matéria organica pelo uso dos dejetos aumenta a atividade enzimatica no solo
(BALOTA et al., 2014; PLAZA et al., 2004). Além disso, COT também pode proteger
as enzimas do solo pela associacdo com coloides organicos e inorganicos que
contribuem para a manutencédo de sua capacidade catalitica (DENG; TABATABAI,
1997). Nao houve correlacdo negativa significativa entre as enzimas e nem com 0s
atributos quimicos (Tabela 10).

Em ambas as coletas, maiores atividades enziméticas foram
observadas na maior quantidade de DLS aplicada (até 30 m3 hal, dose maxima deste
trabalho). Além disso, embora o DLS apresente potencias riscos de contaminacéo
ambiental, guando bem manejado € uma excelente fonte de nutrientes e energia para

a atividade microbiana e estimula as atividades enzimaticas no solo.

Tabela 10 — Correlagbes de Spearman (r, p<0,05) entre variaveis enzimaticas e
guimicas de um Latossolo Vermelho Distroférrico sob aplicacdo de DLS. Dados

referentes a todos os tratamentos e profundidades do estudados.

Varidveis AR B-G FA FB FDA P CoT pH Al H+Al Ca Mg K

AR 1 - - — - - — - - - - - -
-G 069* 1 - - - - - - - - - - -
FA 099 068 1 - - - - - - - - - -
FB  0,44* 0,31* 055* 1 - - - - - - - - -
FDA  -0,18 0,45 -0,04 -007 1 - - - - - - - -
P 0,57* 0,78* 0,55* 0,14 0,32* 1 - - - - - -
COT  063* 0,87* 0,74* 0,27 045 0,79* 1 - - - - - -
pH  -0,38 -0,01 -0,38 -0,15 0,53* -0,14 -0,06 1 - - - - -
Al 0,17 -0,01 017 -0,03 -026 0.18 0.06 -0,86* 1 - - - -
H+Al 0,50+ 0,44* 053* 0,17 -0,10 0,57 0,51* -0,79* 0.79* 1 - - -
Ca -001 023 001 -005 048 005 027 073 -069* -045* 1 -  —
Mg 02 063* 017 002 057 072 055% 042* -0,30* 001 038 1 -
K 0,67* 0,74* 0,60 0,24 0,15 0,85 0,75 -0,10 0.02 045* 0,12 0,63* 1

AR= arilsulfatase; B—G= S—Glicosidase; FA= fosfatase acida; FB= fosfatase basica; FDA= hidrélise do diacetato de
fluoresceina; P= fosforo disponivel; COT= carbono organico total; pH=potencial hidrogenidnico; Al= aluminio
trocavel; H*+AI3*= acidez potencial; Ca= célcio trocavel; Mg= magnésio trocavel; K= potassio trocavel.
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4.6 CONCLUSOES

Os atributos quimicos do solo ndo foram sensiveis o suficiente para
responder a interrupcdo da aplicacdo de DLS ao solo por até 12 meses, tendo
respondido apenas as doses.

As atividades das enzimas arilsulfatase, f—Glicosidase e fosfatase
bésica responderam sensivelmente a interrupcéo da aplicagdo de DLS, com reducéo
resultante da menor oferta de substratos organicos pela interrupcéo da aplicagéo do

dejeto ao solo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A interrupcdo da aplicacdo de DLS durante cinco e doze meses ap0s
28 anos de aplicacdo continua provoca diminuicdo de carbono e o nitrogénio da
biomassa microbiana e reducéo da atividade microbiolégica medida pela respiracao
basal do solo e atividade enzimatica.

A interrupgéo da aplicacéo de DLS até 12 meses ndo causa reducao
no teor de carbono organico total e demais atributos quimicos do solo, logo estes ndo
sao sensiveis o suficiente para dar uma resposta a condicao de interrupcao.

O comportamento enziméatico do solo podera ser alterado pela
interrupgéo da aplicagdo de DLS, mas depende das enzimas avaliadas e sua relagéao
com as condic¢des bidticas e abidticas do solo.

A estrutura da comunidade de bactérias e arqueas € menos afetada
pela interrupcéo da aplicacdo de DLS do que a comunidade de fungos que tiveram
sua diversidade diminuida em funcdo do aumento da dominancia de algumas
espécies.

A diversidade de bactérias no solo com DLS é maior do que a
diversidade de fungos e arqueas.

A aplicacdo de DLS proporciona maior diversidade de
microrganismos, especialmente na dose de 15 m®ha* de DLS, mesmo apds 12 meses
da interrupgéo das aplicagbes. Em contrapartida, a menor diversidade foi verificada

no tratamento controle que nunca recebeu DLS.
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APENDICES

APENDICE A — Perfil de DGGE da comunidade bacteriana de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob interrupcao e aplicacao de dejeto liquido de suinos (DLS). Coleta 1=
Interrupgao durante 5 meses.

Floresta 30CO 30IN 15CO 15IN C B 1kb

C= controle, 0 m3 hal; 15IN= parcela da dose 15 m?® ha! aplicacdo interrompida;
15CO= parcela da dose 15 m?3 hal aplicacdo continua; 30IN= parcela da dose 30
m3 hal aplicacdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m3® ha?l aplicagédo
continua.
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APENDIDE B - Perfil de DGGE da comunidade bacteriana de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob interrupcéo e aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS). Coleta 2=

Interrupcéo durante 12 meses.

Cc 30CO 30IN 15CO 15IN Floresta B 1kb

C= controle, 0 m3 hal; 15IN= parcela da dose 15 m?3 ha! aplicacdo interrompida;
15CO= parcela da dose 15 m?3 hal aplicacdo continua; 30IN= parcela da dose 30
m?3 hal aplicacdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m3 ha? aplicacdo
continua.
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APENDIDE C - Perfil de DGGE da comunidade de archaea de um Latossolo Vermelho

Distroférrico sob interrupcédo e aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS). Coleta 1=
Interrupcéo durante 5 meses.
1kb B Floresta 15IN 15CO 30IN 30CO C

C= controle, 0 m® hal; 15IN= parcela da dose 15 m?3 ha? aplicagédo interrompida;
15CO= parcela da dose 15 m® ha aplicagao continua; 30IN= parcela da dose 30
m3 hal aplicagdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m?® ha?l aplicagédo
continua.



84

APENDIDE D - Perfil de DGGE da comunidade de archaea de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob interrupcédo e aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS). Coleta 2=

Interrupcéo durante 12 meses.

C= controle, 0 m® hal; 15IN= parcela da dose 15 m?3 ha? aplicagédo interrompida;
15CO= parcela da dose 15 m® ha aplicagdo continua; 30IN= parcela da dose 30
m3 hal aplicagdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m?® ha?l aplicagédo
continua.
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APENDIDE E - Perfil de DGGE da comunidade de fungos de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob interrupcado e aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS). Coleta 1=
Interrupcéo durante 5 meses.

C 30CO 30IN 15CO 15IN Floresta B 1kb

C= controle, 0 m® hal; 15IN= parcela da dose 15 m?3 ha? aplicagédo interrompida;
15CO= parcela da dose 15 m® ha aplicagdo continua; 30IN= parcela da dose 30
m3 hal aplicagdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m?® ha?l aplicagédo
continua.
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APENDIDE F — Perfil de DGGE da comunidade de fungos de um Latossolo Vermelho
Distroférrico sob interrupcdo e aplicacdo de dejeto liquido de suinos (DLS). Coleta 2=
Interrupgao durante 12 meses.

1kb B Floresta 15IN 15CO  30IN 30CO C

C= controle, 0 m3 ha'l; 15IN= parcela da dose 15 m?3 ha aplicacdo interrompida;
15CO= parcela da dose 15 m3 hal aplicacdo continua; 30IN= parcela da dose 30
m3 hal aplicacdo interrompida; 30CO= parcela da dose 30 m3® ha?l aplicagédo
continua.



