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RESUMO

As plantas de cobertura em sucesséo nos cultivos agricolas realizam a ciclagem de P
por diversos mecanismos, que podem contribuir para 0 aumento da eficiéncia da
utilizacdo do P pelas culturas cultivadas subsequentes. Além disso, o cultivo de
plantas de cobertura na entressafra modifica a comunidade bacteriana do solo, que
tem o potencial de modificar seu ambiente quimico. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a disponibilidade do fésforo e a comunidade microbiana do solo em
diferentes sucessdes de culturas conduzidas em SSD por 14 anos. A pesquisa foi
realizada nas safras 2016/2017 e 2017/2018, em Nitossolo Vermelho distroférrico,
estruturado, de textura argilosa. A area & conduzida na Fazenda Experimental
Lageado, UNESP, Botucatu-SP. Os sistemas de sucessao avaliados foram
constituidos pelos seguintes cultivos de primavera: milheto (Pennisetum glaucum L.),
sorgo forrageiro (Sorghum bicolor (L.) Moench), crotalaria (Crotalaria juncea L.), além
de uma area de pousio/escarificacdo. Na camada superficial do solo (0-10 cm), os
maiores teores de P inorganico labil foram nas sucessdes sorgo-soja e
pousio/escarificacdo-soja. Porém, em profundidade, o sorgo obteve maior teor de P
inorganico labil. A escarificacdo do solo realizada na area do pousio/escarificacdo na
camada de 0-20 cm aumentou a concentracdo de P organico labil. Os sistemas de
sucessao de culturas com sorgo e crotalaria foram eficientes na ciclagem de P. Os
atributos quimicos do solo, apos 14 anos de sucessao de culturas em sistema de
semeadura direta, foram modificados pelo cultivo das plantas de cobertura. Em
relacdo aos atributos microbiolégicos do solo, as plantas de cobertura proporcionaram
aumento nas concentracdes de carbono da biomassa microbiana (Cmic) e
influenciaram na maior atividade microbioldgica do solo. As alterac6es nos atributos
guimicos e biolégicos do solo pelos sistemas de sucessao de culturas influenciou na
composicdo e abundancia das bactérias solubilizadoras de P, principalmente os
teores Ca, H+Al e o quociente microbiano (QMIC). Com o cultivo de plantas de
cobertura, quanto maior os teores de Pi labil e Po moderadamente labil maior a

abundancia das bactérias solubilizadoras de P.

Palavras-Chave: Fracionamento de P. Plantio direto. 16S rDNA. Microbiologia do

solo.






ABSTRACT

The cover crops in succession on agricultural rotation perform P cycling by various
mechanisms, which may contribute to the increased use efficiency P by subsequent
crops. Cultivation of cover crops in inter-harvest changes the soil bacterial community.
Like plants, bacteria have the potential to modify their chemical environment by
absorbing and releasing ions and organic and inorganic molecules increasing the P
availability in soil. The objective of this work was to evaluate the P availability and soil
microbial community in different crops succession in no-tillage system conducted for
14 years. The research was carried out during the cycles of 2016/2017 and 2017/2018,
in the Typic Rhodudalf. The area is conducted at Experimental Farm Lageado,
UNESP, Botucatu-SP. The succession systems evaluated were made up of the
following spring crops: pearl millet (Pennisetum glaucum L.), forage sorghum
(Sorghum bicolor (L.) Moench), sunn hemp (Crotalaria juncea L.) and besides a
fallow/chisel area. In the soil surface layer (0-10 cm), the highest contents of labile
inorganic P were in the sorghum-soybean and fallow-soybean successions. However,
in depth, sorghum obtained higher labile inorganic P content. For the non-labile
inorganic P content in the surface layer, the crop succession systems did not show
significant differences. Soil chiseling in the fallow area in the 0-20 cm layer increased
the concentration of labile organic P. Sorghum and sunn hemp crop succession
systems were efficient in P cycling. The chemical attributes of the soil, after 14 years
of succession of crops under no-tillage system, were modified by cultivation of cover
crops. Soil microbiological attributes, the cover crops promoted an average increase
in soil microbial biomass carbon (Cmic) concentrations and influenced the higher soill
microbiological activity. Changes in soil chemical and biological attributes by crop
succession systems influenced the composition and abundance of P solubilizing
bacteria, especially the Ca, H+Al and microbial quotient (gMIC) contents. With the
cultivation of cover crops, the higher concentration of labile inorganic phosphorus and
moderately labile organic phosphorus, greater will be abundance of phosphorus

solubilizing bacteria.

Keywords: Fractionation P. No-till. 16S rDNA. Soil microbiology.
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INTRODUCAO GERAL

Os solos sob atividade agricola de longa duragdo com sucessdo de culturas e
aportes sequenciais de fésforo (P), em sistema de semeadura direta (SSD),
necessitam de um sistema de producédo com eficiéncia no uso do P. Pois existem
diversos fatores que influenciam no dreno de P para as fracdes de menor labilidade,
dificultando sua absor¢cdo pelas plantas. As concentracBes de P disponiveis na
solucao do solo sdo baixas devido a alta reatividade do P inorganico (Pi), que resulta
na retencao nos coloides do solo reduzindo sua disponibilidade para as plantas, o que
torna o P um dos nutrientes mais limitantes para a produgcdo agricola brasileira
(MESQUITA FILHO; TORRENT, 1993; NOVAIS; SMYTH, 1999).

Com a menor disponibilidade de P, a maioria dos processos metabolicos dos
vegetais podem ser afetados, tais como sintese de acidos nucleicos, fotossintese,
respiracdo, fixacdo do N, ativacdo e inativagcdo enzimatica, fatores estes que
impedem o melhor rendimento da planta (VANCE et al., 2003). Por outro lado, para
manter altos rendimentos das culturas graniferas e ao mesmo tempo aumentar a
disponibilidade de P nesses solos com alta capacidade de adsorcao, tém-se usado
adubacoes fosfatadas cada vez maiores e acima do que a planta exporta/absorve
(LEITE et al., 2017).

O P proveniente da adubacédo pode ser complexado em fracées organicas e
inorganicas. Os compostos fosfatados inorganicos estdo presentes na solucao do
solo, na estrutura dos minerais fosfatados do solo, adsorvidos ou complexados aos
compostos inorganicos (GATIBONI et al., 2013). Em solos acidos, a maior presenca
de 6xidos e hidroxidos de Fe3* e AIRF* diminuem a disponibilidade de Pi, pela maior
adsorcao a esses oxidos e hidréxidos (SANTOS et al., 2008). As ligacfes covalentes
sdo formadas com o Pi carregado negativamente, tornando-o recalcitrante para as
reacdes de troca e com o tempo essas ligacbes vao diminuindo a capacidade de
dessorcdo de P. O Pi do solo encontra-se em compostos insolaveis (baixa
disponibilidade) ou como ions ortofosfatos sollveis, sendo as formas HPO4? e H,PO4
preferencialmente absorvidas pelas plantas (SCHACHTMAN et al., 1998; CONDRON;
TIESSEN, 2005).

Em fracdes organicas o P para ser absorvido pelas plantas depende da sua
mineralizacdo. Os grupos de P organico (Po) com maior presenca na matéria organica

sao os fosfatos de inositol, fosfolipidios e acidos nucleicos. Essas formas provém da
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oxidacdo da matéria organica e da ciclagem da biomassa microbiana no solo
(OBERSON et al.,, 1996). Os fosfatos de inositol sdo as formas de Po de maior
abundancia no solo. Sao fosfatos que apresentam alta reatividade a adsorcdo aos
coloides minerais e assim menos suscetivel a mineralizagdo (GILES et al., 2011). Os
fosfolipidios representados pelos fosfoglicerideos e os &cidos nucleicos séo
rapidamente mineralizados e, assim, combinados com outros constituintes do solo ou
incorporados na biomassa microbiana (BM), motivo pelo qual ocorrem em menor
frequéncia (TURNER; NEWMAN, 2005).

As diferentes fragdes de P variam entre os tipos de solo e o sistema de manejo
do solo. Dessa forma, os diferentes niveis de disponibilidade dessas fracfes para as
plantas podem ser compreendidos por meio do método de extracdo sequencial das
formas de P do solo, proposto por Hedley et al. (1982) com modificacdes de Condron
e Goh (1989). A partir do fracionamento € possivel entender o efeito do manejo do
solo na dinamica das fracdes de P (OLIVEIRA et al., 2002). O Pi com ligacbes de
ponte de céations ou adsorvidos aos coloides do solo e 0 Po ligado a matéria organica
sédo agrupados em formas labeis, moderadamente labeis e ndo labeis (GATIBONI et
al., 2013). A extracdo de P inicia pela resina de troca aniénica (RTA) e pela solucéo
de NaHCOs, as quais sdo consideradas as formas labeis que estdo facilmente
disponiveis as plantas. Ap6s, tem-se o P extraido pela solucdo de NAOH 0,1 mol L+
e HCl 1 mol L, que compdem a forma moderadamente labil, que pode ser
considerado como um tamponante do P, e o P extraido pela solucao extratora NAOH
0,5 mol L' e digestédo sulfurica recupera o P néo labil e residual, sendo que em
determinados solos o P extraido por NAOH 0,5 mol L* pode comportar-se como um
tamponante e o HCI como néo disponivel (CROSS; SCHLESINGER, 1995; NOVAIS;
SMYTH, 1999; RHEINHEIMER et al., 2000; DAYTON et al., 2017).

O estudo da estratificacdo vertical das formas de P do solo influenciadas pelo
cultivo de plantas de cobertura em SSD é importante para entender a dinamica do P
no solo. Em SSD, devido a auséncia do revolvimento do solo, ocorre a formacao de
um gradiente de concentragdo de P na camada superficial (SCHLINDWEIN;
ANGHINONI, 2000; OLIVEIRA et al., 2002), contudo as plantas de cobertura por meio
do sistema radicular podem contribuir no enriguecimento de P em profundidade.
Corréa et al. (2004) observaram a movimentacédo de P em profundidade e que a forma
como o P se movimenta no perfil do solo é diferente de acordo com a planta de

cobertura, como, por exemplo, o milheto na forma de Pi e 0 sorgo-de-guiné na forma
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de Po. Nunes et al. (2011), estudando o acumulo de P em profundidade em SSD
conduzido por 14 anos, observaram a redistribuicdo de P até 20 cm de profundidade
pela decomposicdo de raizes da soja e do milheto. Leite et al. (2016), avaliando a
influéncia das plantas de cobertura nas fragdes de Po e Pi no solo em SSD cultivado
por 12 anos, verificaram aumento do Po moderadamente labil no cultivo sob crotalaria
em relacdo ao cultivo do milheto e pousio/escarificacdo na camada superficial. O
acumulo de P nesse compartimento ndo afetou o P resina, impedindo, assim, a
adsorcao de P nos coloides dos minerais do solo.

Dessa forma, as plantas de cobertura em sucessdo nos cultivos agricolas
possibilitam a ciclagem de P por meio de diferentes mecanismos inerentes de cada
espécie, que podem contribuir para o aumento da eficiéncia da utilizacdo do P pelas
culturas cultivadas subsequentes. Os principais mecanismos de absorcéo de P pelas
plantas séo: alteracdo das caracteristicas morfologicas da raiz permitindo maior
exploracéo do volume do solo, aumento da capacidade de absorcéo reduzindo o Pi
rizosférico e permitindo maior difusédo de P, liberacdo de substancias para aumentar
a taxa de micorrizacdo, aumento da diversidade microbiana por excrecdo de
exsudatos radiculares, liberacdo de acidos organicos para solubilizacdo de P,
excrecdo de fosfatases acidas e alteragcbes no pH promovendo a dissolucdo de
fosfatos de reacdes de complexacao (HINSINGER, 2001; YADAV; TARAFDAR, 2001;
BUCHER, 2007; LYNCH; BROWN, 2008) .

Nesse aspecto, assim como as plantas, as bactérias do solo tém o potencial de
modificar seu ambiente quimico. Com a reducdo do pH nas proximidades das
bactérias ocorre 0 aumento da solubilidade de P, por meio da absorc¢éo e liberacéo de
ions (H* e NH4"), moléculas orgéanicas, complexos ou compostos de dissolucao
mineral e CO2 proveniente da respiragdo microbiana. As bactérias do solo possuem
outros mecanismos que contribuem no aumento da disponibilidade de P, por exemplo,
liberacdo de enzimas extracelulares, como a fosfatase acida que age na mineralizacéao
bioquimica de P; excrecdo de acidos organicos, que podem atuar na dessorcao do
fitato dos coloides do solo facilitando sua mineralizacéo pelas enzimas; e liberacédo de
polissacarideos, que auxiliam no desenvolvimento radicular da planta e na absor¢éo
de P (WIELBO; SKORUPSKA, 2008; BEN FARHAT et al.; 2009; GYANESHWAR et
al., 2002; PARK et al., 2009; SHARMA et al., 2013).

Muitos géneros de bactérias estdo envolvidos na solubiliza¢éo e ou mineralizacdo

de P, como as Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp.,
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Paenibacillus sp., Bradyrhizobium sp., Streptomyces sp., Micromonospora sp
Azospirillum sp., Mesorhizobium sp., Pantoea sp., Acntinomadura sp., Arthrobacter
sp., Flavobacterium sp., e Sphingomonas sp. (OLIVEIRA et al., 2009; RICHARDSON
et al., 2009; SHARMA et al. 2013; ALORI et al., 2017; ARIF et al., 2017; HALLAMA et
al., 2019).

Dessa forma, é importante que o sistema de cultivo possibilite maior diversidade
de microrganismos no solo. Pois, é considerado um indicador de qualidade do solo e
tem potencial de subsidiar informacdes que possam auxiliar na escolha de sistemas
de producdo com maior potencial agricola, devido aos microrganismos do solo
participarem na ciclagem de P (ALKORTA et al., 2003).

O solo € um ambiente com multiplas interacdes entre fatores bidtico e abioticos, o
gue dificulta a escolha de um método que melhor reflete a diversidade microbiana.
Nesse contexto, o sequenciamento de nova geracéo (NGS) possibilita acessar o DNA
do solo permitindo ampla visdo da biodiversidade e abundéncia das unidades
taxondémicas operacionais em nivel de género e monitoramento de alteracdo de uma
comunidade bacteriana. Além de obter genomas de microrganismos nao cultivaveis
em laboratorio. Dessa forma, o NGS €& uma eficiente ferramenta nos estudos da
microbiota e identificacdo de bactérias no solo (FIERER; JACKSON; 2006; TRINGE;
HUGENHOLTZ, 2008; BUKIN et al., 2019).

Como o uso de adubos verdes para a cobertura do solo na entressafra possibilita
a melhoria da fertilidade do solo, sdo importantes estudos referente as interagées do
SSD de longa duracdo com plantas de cobertura na dinamica e distribuicdo de P no
perfil dos solos para entender as modificacées na labilidade de P ocasionadas pelas
plantas. Nao é apenas a labilidade de P que pode ser alterada pelas plantas de
cobertura, a atividade microbiana do solo também pode ser caracteristica de cada
sistema de sucessao estudados, o que pode influenciar na oxidacdo da matéria
organica do solo e consequentemente na labilidade de P.

Vale salientar que, na presente area de estudo ao longo dos 14 anos de cultivo
em diferentes sistemas de sucessdo de culturas, observou-se aumento de P em
profundidade, o que motivou a investigacdo sobre qual ou quais sistemas de sucessao
de cultura que influenciam nesse aumento de P. Os resultados médios de fésforo no
solo em estudos anteriores em toda a area experimental, extraido por resina, nas
camadas de 20-40 cm e 40-60 cm foram de 3,3 e 2,3 mg dm-3, respectivamente, em
2003 (CALONEGO, 2007), enquanto em 2012, os valores foram de 20,5 e 10,5 mg
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dm-3, respectivamente (RIGON, 2013). Diante do exposto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a disponibilidade do P e as alteragbes na comunidade bacteriana
do solo em diferentes sucessoes de culturas conduzidas em SSD por 14 anos.
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CAPITULO 1 - Plantas de cobertura alteram a disponibilidade de f6sforo no
solo

Resumo

O uso de plantas de cobertura em sistemas de semeadura direta altera a
disponibilidade de fésforo (P) para a cultura subsequente. Nesses sistemas, 0 ndo
revolvimento do solo forma um gradiente de concentracao de P na camada superficial,
contudo o cultivo de plantas de cobertura pode contribuir com o aumento dos teores
de P em profundidade pela decomposicdo de raizes. O objetivo desse trabalho
consistiu em verificar o efeito das espécies de plantas de cobertura na disponibilidade
de P no solo e aproveitamento pelas plantas em sucesséo e o acumulo de P no solo
em sistema de semeadura direta conduzido por 14 anos. O estudo foi realizado nas
safras 2016/2017 e 2017/2018, em Nitossolo Vermelho, cujos tratamentos foram
instalados e mantidos desde 2003, em Botucatu-SP. O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos casualizados com quatro repeticbes, sendo as parcelas
constituidas pelos cultivos de primavera: milheto, sorgo forrageiro, crotalaria, além de
uma area de pousio/escarificacdo. Os cultivos de primavera foram avaliados entre os
meses de outubro e novembro de 2016 e 2017, em sucessao ao cultivo de triticale
com safra de outono-inverno. Nas safras de verdo 2016/2017 e 2017/2018 foi
cultivado soja entre os meses de dezembro e marco. A disponibilidade de P foi
avaliada pelo método de fracionamento de P. Em geral, nos dois anos de avaliacéo o
acumulo de P na parte aérea foi superior no cultivo da crotalaria, sendo em média
25% superior ao milheto em 2016 e 40% maior que o sorgo em 2017. Os maiores
teores de P inorganico labil foram nas sucessfes sorgo-soja e pousio/escarificacao-
soja, apresentando valores superiores a 50 mg kg* de P na camada de 0-10 cm de
solo. Porém, nas demais camadas analisadas os cultivos de plantas de cobertura
obtiveram maior disponibilidade de P inorganico labil. Sistemas de sucessdo de
culturas com uso de plantas de cobertura recuperaram 100% do P adubado no cultivo

da soja.

Palavras-chave: Glycine max. Rotag&o de culturas. Adubo verde. Ciclagem de P.
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Long-term no-till cover crops affect soil phosphorus availability

Abstract

The use of cover crops in no-tillage systems changes phosphorus (P) availability on
the following crop. In these systems, forms a gradient of P concentration in the
superficial soil layer. However, the cultivation of cover crops can contribute to the
increase in depth phosphorus content by root decomposition. The objective of this work
was to verify the effect of cover crops species on soil phosphorus availability and use
by successive plants and the accumulation of soil P in no-tillage system conducted for
14 years. The study was carried out during the harvest of 2016/2017 and 2017/2018,
in the Typic Rhodudalf, whose treatments have been installed and maintained since
2003, in Botucatu-SP. The experimental design was a randomized block design with
four replications, and the plots consisted of spring crops: pearl millet, forage sorghum,
sunn hemp and besides of fallow/chisel area. Spring cultivations were evaluated
between October and November 2016 and 2017, in succession to triticale cultivation
in the fall-winter crop. In the summer crops 2016/2017 and 2017/2018 soybean was
cultivation between December and March. Available-P evaluation was by P
fractionation. In general, in the two years of evaluation the accumulation of P in the
shoot dry matter was higher in sunn hemp cultivation, on average 25% higher than
pearl millet in 2016 and 40% higher than sorghum in 2017. The highest contents of
labile inorganic P were in the sorghum-soybean and fallow/chisel-soybean
successions, with values higher than 50 mg kg of P in the 0-10 cm soil layer. However,
in the other layers analyzed, cover crops obtained higher availability of labile inorganic
P. The crops succession systems using cover crops recovered 100% of P fertilized in

soybean.
Keywords: Glycine max. Crop rotation. Green manure crops. P cycling.
1.1 Introducéo
A soja (Glycine max L. Merril) € a principal cultura produtora de graos no Brasil,
sendo produzidos, na safra 2018/2019, 115 milhdes de toneladas de gréos, fazendo

do Brasil o segundo maior produtor do mundo, ficando atrds dos EUA que alcancou

nessa safra a marca de 120 milhdes de toneladas (CONAB, 2019). Na safra
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2016/2017 o cultivo de soja ocupou no bioma do Cerrado 17 milhdes de hectares
(RUDORFF; RISSO, 2018). A maioria das &reas produtoras de soja no Brasil esta
sujeita a adsorcao de P aos coloides do solo, reduzindo assim a sua disponibilidade
para as plantas, embora o P dentre o NPK seja um dos nutrientes menos demandados
pela soja, a menor disponibilidade limita o desenvolvimento da cultura (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2010). O aumento da produtividade de grdos de soja com o aumento
disponibilidade de P demonstra a alta relagdo desse nutriente com incrementos de
produtividade, principalmente nos solos do Cerrado (SILVA et al., 2019).

O Sistema de semeadura direta, quando utiliza plantas de cobertura com culturas
produtoras de graos, promove o0 aumento da matéria organica do solo e reciclagem
de P resultando em maior produtividade, seja pelo acumulo de residuos em superficie
ou decomposicao das raizes (BOER et al., 2007; CRUSCIOL; SORATTO; 2010). As
culturas de cobertura podem aumentar a eficiéncia dos fertilizantes adicionados ao
solo por meio da reducdo da fixacdo de P (KUO et al., 2005). Em que ocorre
competicao entre acidos organicos (citrico e malico) e pelo P nos sitios de adsorcéo
na superficie dos 6xidos de Fe e Al ou pelo seu bloqueio (ANDRADE et al. 2003;
JANEGITZ et al., 2013).

As plantas de cobertura como milheto (Pennisetum glaucum L.), sorgo forrageiro
(Sorghum bicolor (L.) Moench) e crotalaria juncea (Crotalaria juncea L.) séo cultivadas
em todo o pais em diversos sistemas de producéo e possuem boa adaptabilidade em
diferentes climas e tolerancia a regimes pluviométricos limitados. Janegitz et al.,
(2017), em pesquisa sobre o efeito das plantas de cobertura na disponibilidade de P,
verificaram que o cultivo do sorgo reduziu a adsorcédo de P em relacdo ao milheto. A
recuperacdo de P pela crotalaria para a cultura subsequente foi 1,6 vezes maior em
relacdo ao milheto (SILVA et al., 2012). A concentracdo de P nos residuos culturais
determina a quantidade de P ciclado pela cultura, que pode variar de 1 a 30 kg de P
ha', dependendo da espécie e da disponibilidade de P no solo (HALLAMA et al.,
2019).

Rosolem e Calonego (2013), estudando o balanco de P em sistemas de producéo
em sucessao soja-triticale, observaram que o teor de P disponivel foi reduzido na
camada de 0-60 cm sob milheto e pousio/escarificacdo e aumentou sob crotaléria e
sorgo. A reducdo do P no cultivo do milheto ocorreu mais pelo decréscimo da
disponibilidade de P, onde ocorreu alta fixagdo de P do que pela exportacdo desse

nutriente.
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A quantificacdo do P do solo em diferentes reservatérios auxilia na avaliacao da
disponibilidade dessas fracdes para a planta (YANG et al., 2012; SCHMITT et al.,
2017). O P proveniente da adubacdo passa por diversas reagdes no solo com
compostos organicos e inorganicos. A extracdo sequencial de P proposto por Hedley
et al. (1982) extrai fracdes de P ligadas a esses compostos permitindo o conhecimento
da labilidade de P no solo (GATIBONI et al., 2013). O fracionamento de Hedley tem
sido utilizado como indicador do P disponivel para a planta (FOLTRAN et al., 2019),
podendo mostrar as alteracdes da disponibilidade de P ocasionadas pelo cultivo de
plantas de cobertura (KAMH et al., 1999; LEITE et al., 2016; TELES et al., 2017).

Dada a importancia do P nos sistemas de producdo agricola brasileiro e pela
elevada capacidade de adsor¢cao nesses solos, o0 objetivo desse trabalho consistiu em
verificar o efeito das espécies de plantas de cobertura na disponibilidade e o acumulo

de P no solo em sistema de semeadura direta conduzido por 14 anos.

1.2 Material e Métodos

1.2.1 Localizacéo e caracteristicas da area experimental

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental Lageado da FCA/Unesp,
em Botucatu-SP, durante as safras de 2016/2017 e 2017/2018. A localizac&o
geografica dessa area esta definida pelas seguintes coordenadas: latitude 22°48’57”
S, longitude 48°25°'41” W e altitude de 786 m. O clima da regido € o mesotérmico com
inverno seco (CWa), segundo classificacdo de Képpen. A estacdo seca ocorre entre
0s meses de maio a setembro. A precipitacdo média anual € de 1.400 mm, com
temperatura média do més mais quente superior a 22 °C e a do més mais frio entre 3
e 18 °C. O solo da area experimental foi classificado como Nitossolo Vermelho
distroférrico, estruturado, de textura argilosa (CARVALHO et al., 1983; EMBRAPA,
2018), com relevo suave ondulado.

Na Tabela 1 est4d apresentada a caracterizacdo quimica do solo na éarea
experimental em 2003 e a distribuicdo granulométrica do solo em 2017. Vale ressaltar
gue as andlises apresentadas (Tabela 1) foram realizadas em area total. Durante a
conducéo do experimento foram coletados os dados de precipitacao e temperaturas

maxima e minima (Figura 1).
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Tabela 1 — Caracterizagdo quimica em 2003 e distribuicdo granulométrica em 2017 do
solo da area experimental.

Profundidade  pH M.O. Presina  H+AI K Ca Mg SB CTC V

(cm) CaCl, gdm® mgdm?3 mmole dM3---m--meeeeeeeeee %
0-5 54 318 371 560 47 375 159 581 114,1 50,9
5-10 46 272 259 91,0 30 284 112 426 1336 31,9
10-20 46 259 152 97,2 25 352 157 534 1505 354
20-40 48 224 33 687 11 463 150 624 131,1 476
40-60 51 220 23 635 02 567 115 683 1319 518

Profundidade Areia Silte Argila

(cm) e g kgt --mmmmm e

0-10 107 238 655

10-20 100 245 655

20-40 84 211 705

40-60 66 204 730

Fonte: Calonego (2007) e Rigon (2017).

1.2.2 Histérico da area e rotacdes de cultura

A area foi conduzida em SSD entre os anos de 1997 e 2002 com a rotacao
soja/aveia-preta/milho/triticale. A partir de 2003 foram iniciados os experimentos com
sucessoes de culturas com plantas de cobertura até 2017. O triticale (X Triticosecale
Wittmack) é cultivado no outono/inverno. Apos a colheita do triticale e com o inicio das
chuvas de primavera (entre os meses de setembro e outubro) sdo cultivadas as
espécies de cobertura, milheto (Pennisetum glaucum L.), sorgo forrageiro (Sorghum
bicolor (L.) Moench) e crotaléria juncea (Crotalaria juncea L.), com intuito de produzir
palhada para o cultivo da soja. Uma area em pousio/escarificacdo € mantida apenas
na época da primavera, sem a presenca de plantas de cobertura e foi escarificada
com a profundidade de descompactacdo de 30 cm nos anos de 2003, 2009, 2011,
2013 e 2016. No verdo, foi cultivada a cultura da soja (Glycine max L. (Merril)).

Nao foi realizada adubacao mineral nitrogenada nas culturas e a adubacao com
P e K foi realizada em linha de semeadura somente na soja. As adubacdes fosfatadas
realizadas desde a implantacédo do experimento foram 30,5 kg ha! de P entre os anos
2003 e 2008, 26,2 kg ha* de P entre 2009 e 2010, 22,1 kg ha* de P de 2011 a 2015
e 26,2 kg ha' de P de 2016 a 2017. O somatdrio de adubacéo ao longo desses anos

chegou a aproximadamente 400 kg ha' de P, na forma de superfosfato triplo. As
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adubacGes potassicas desde a implantacdo do experimento foram de 50 kg ha'de K,
na forma de cloreto de potéssio.

Ao longo dos anos de condugéo do experimento foram realizadas aplicagfes de
calcério de 1,8 t hat em 2009 e 2 t ha' em 2013.

Figura 1 — Precipitacdo pluvial (l ) e temperaturas maximas (===) e minimas (—)
registradas, durante o periodo de janeiro a dezembro de 2016, 2017 e 2018.
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1.2.3 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com quatro
repeticoes. Dessa forma, sdo consideradas as parcelas os cultivos de primavera
(milheto, crotalaria, sorgo forrageiro e pousio/escarificacao).

Cada parcela experimental foi demarcada com uma area util de 40 m2 (5 x 8 m).
No cultivo do triticale instalado em toda a area experimental, foram instaladas 29 linhas
de semeadura com um espacamento entrelinhas de 0,17 m em cada parcela. No
cultivo das culturas de primavera foram semeados 29 linhas de milheto, sorgo e
crotalaria com um espacamento entrelinhas de 0,17 m. A soja foi semeada em todas
as parcelas com um espacamento entrelinhas de 0,45 m, resultando em 11 linhas de
semeadura. Os carreadores entre os blocos e entre as parcelas foram dimensionados

com 4 m de largura. O experimento utilizou uma area total de 736 m? (46 x 16 m).

1.2.4 Conducéo do experimento

1.2.4.1 Semeadura e cultivo do triticale em 2016 e 2017

Antecedendo a semeadura do triticale em 2016 foi realizada o manejo das plantas
daninhas por meio de aplicacédo do herbicida Glyphosate (2 kg ha, 720 g e.a.) no dia
15/04/2016.

A cultura do triticale foi semeada nos dois anos agricolas em 25/04/2016 e
10/04/2017, por meio da semeadora-adubadora para semeadura direta de fluxo
continuo sem o uso de fertilizantes, utilizando 170 kg ha* de sementes da cultivar IPR
111. Foi aplicado formicida a base de Sulfluramida nas duas semeaduras no dia
10/05/2016 e 30/04/2017. Para o controle de invasoras de folhas largas foi realizada
uma aplicacédo de 2,4 D (0,35 L ha) no inicio do perfilhamento nos dois plantios.

A colheita do triticale foi realizada de forma manual nas duas safras nos dias
16/09/2016 e 18/08/2017 em uma area de 2,7 m?em cada parcela. As amostras foram
trilhadas mecanicamente. O teor de umidade foi ajustado para 13% e os valores
convertidos em kg hat. O restante da area experimental foi colhida com colhedora
automotriz no dia 20/09/2016 e 23/08/2017.
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1.2.4.2 Semeadura e conducao das plantas de primavera em 2016 e 2017

ApoOs a colheita do triticale nos anos agricolas 2016 e 2017 foi realizado o manejo
guimico das plantas daninhas por meio da aplicacdo do herbicida Glyphosate (2 kg
hal, 720 g e.a.) no dia 23/09/2016 e 12/09/2017, respectivamente.

A semeadura das plantas de primavera foi realizada nos dois anos agricolas em
05/10/2016 e 25/09/2017. Devido a escassez de chuva na época do plantio em 2017,
ocorreu baixa taxa de germinacdo sendo necessario outra semeadura, realizada no
dia 16/10/2017. As semeaduras foram realizadas por meio da semeadora-adubadora
de fluxo continuo para semeadura direta sem adubacdo. Foram utilizados em cada
plantio 25 kg ha! de sementes de milheto cultivar BRS-1501, 30 kg ha! de sementes
de crotaléria juncea cultivar IAC KR-1 e 20 kg ha! de sementes de sorgo forrageiro
hibrido Podium.

Para o controle fitossanitario das plantas de cobertura foi aplicado inseticida
Espinosade (0,03 L ha') para ambos os plantios em 10/11/2016 e 22/11/2017 e foi
aplicado formicida a base de Sulfluramida de acordo com a necessidade. A
dessecacdo quimica das plantas de cobertura ocorreu no pré-florescimento das
culturas em 10/12/2016 e 01/12/2017, por meio da aplicacdo de Glyphosate (2 kg ha’
1. 720 g e.a.). No ano agricola de 2017, com o plantio atrasado das plantas de
cobertura, a producdo de matéria seca foi afetada, ndo tendo tempo suficiente para

uma boa producao de palhada.

1.2.4.3 Semeadura e conducéo da soja nas safras 2016/2017 e 2017/2018

A cultivar de soja TMG 7062 RR foi semeada nas safras 2016/2017 e 2017/2018
em 15/12/2016 e 05/12/2017, respectivamente. Para a semeadura foi utilizada a
semeadora-adubadora de fluxo continuo, com populacdo de semeadura de 445 mil
sementes ha*. No tratamento das sementes foi usado o fungicida Carboxin + Thiran,
o inseticida Tiametoxam e o inoculante Bradyrhizobium sp.

A adubacdo de semeadura foi realizada com 50 kg ha' de K e 26,2 kg ha* de P,
na forma de cloreto de potassio e superfosfato triplo, respectivamente. Apés a
semeadura da soja na safra 2017/2018, o experimento foi afetado por veranico que
atrapalhou o desenvolvimento da soja refletindo em menor produtividade em
comparacao a safra 2016/2017.

O controle de plantas daninhas nas duas safras foi realizado com aplicacdo do

herbicida Glyphosate (0,75 kg ha, 720 g e.a.) associado com o herbicida Setoxidim
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(1,25L hat,184 ge. a.) em 13/01/2017 e 10/01/2018. Na safra 2017/2018 foi aplicado,
de forma preventiva, o fungicida Pyraclostrobin + Epoxiconazol (0,6 L hat) para
controle de doengas foliares e o inseticida Tiametoxam + Lambda-Cialotrin (0,2 L ha
1) para controle de percevejos, em associacdo de calda no dia 16/01/2018. Nas duas
safras foi aplicado, de forma preventiva, o fungicida Azoxystrobin + Cyproconazole
(0,6 L ha!) e o inseticida Tiametoxam + Lambda-Cialotrin (0,2 L ha'!) para controle de
percevejos, em associagao de calda em 24/01/2017 e 30/01/2018. Foi realizada outra
aplicacao, de forma preventiva, do fungicida Trifloxistrobina + Protioconazol (0,4 L ha-
1) e do inseticida Tiametoxam + Lambda-Cialotrin (0,2 L ha?) para controle de
percevejos, em associacao de calda na safra 2016/2017 em 23/02/2017 e 07/03/2017
e na safra 2017/2018 em 07/03/2018.

A soja foi dessecada nas duas safras com Paraquate (2,0 L ha'') em 03/04/2017
e 21/03/2018. A colheita dos gréos na safra 2016/2017 foi realizada no dia 06/04/2017
com a colhedora de parcelas automotriz e na safra 2017/2018 foi realizada de forma
manual. Nas duas safras foram coletadas de cada parcela trés linhas centrais com 3
m de comprimento, perfazendo uma area de 2,7 m2 e as amostras foram trilhadas
mecanicamente. Nas duas safras o restante da area experimental foi colhida no
mesmo dia com a colhedora de parcelas automotriz. O teor de umidade foi ajustado

para 13% e os valores convertidos em kg ha.

1.2.5 Avaliacbes

1.2.5.1 Avaliacdo do material vegetal

Para a quantificacdo do aporte dos residuos culturais sobre o solo foram
realizadas amostragens de material vegetal apds a colheita das culturas graniferas e
a dessecacao das plantas de cobertura. As datas de coleta nos dois anos agricolas
foram: triticale em 16/09/2016 e 18/08/2017, plantas de primavera em 10/12/2016 e
28/11/2017 e soja em 06/04/2017 e 27/03/201. As amostragens foram realizadas com
uso de quadros de madeira com area 0,5 x 0,5 m (0,25 m?), lancados aleatoriamente
em cada parcela. Essas amostras foram acondicionadas em sacos de papel e secos
em estufa de aeracdo forcada a 60°C até massa constante para a determinacdo da
massa da matéria seca (MMS) dos residuos aportados, que foram convertidos para

Mg hat. Apés a pesagem, o material foi moido e analisado o teor de P (MALAVOLTA
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et al., 1997). Conhecendo-se o valor de MMS e o teor de P do material vegetal foi
possivel quantificar o acimulo de P na MMS da parte aérea (MMS-PA) em kg ha'.

A coleta de raizes das plantas cultivadas na primavera ocorreu na dessecacao em
2016 e a amostragem da soja e do triticale quando as plantas atingiram mais de 50%
do florescimento em 2017. Para analise de raizes foram coletadas amostras de solo
com trado “tipo caneca” com 5 cm de diametro, nas camadas de 0-10 cm, 10-20 cm,
20-40 cm e 40-60 cm, sendo retirada quatro subamostras por profundidade para
compor uma amostra. Nas camadas de 0-10 e 10-20 cm o volume coletado em cada
subamostra foi 196,34 cm? e nas camadas de 20-40 e 40-60 cm foi de 392,69 cm?.
Apl6s a coleta, as amostras foram separadas, organizadas em sacos plasticos e
congeladas a -2 °C para em seguida serem lavadas e analisadas. O processo de
separacdo das raizes do solo iniciou apés o descongelamento dos torrbes, sendo
despejadas as amostras em peneiras com malha de 1 mm e lavadas com agua para
a retirada de todo o solo das amostras. Com auxilio de uma pinca foi separado as
raizes de impurezas, como pedras, caules e folhas. Em seguida, as amostras de
raizes foram colocadas em sacos de papel e secas em estufa de aeracao forcada a
60 °C por 48h para determinacdo da massa da matéria seca produzida. Os valores de
cada camada foram somados e convertidos para Mg ha? por parcela. Apds a
pesagem, o material foi moido e realizada andlise do teor de P nas raizes
(MALAVOLTA et al., 1997). Com os resultados de MMS e de teor de P na raiz foi
possivel quantificar o acimulo de P na raiz em kg ha.

Para a analise do teor de P nos graos da soja nas safras 2016/2017 e 2017/2018
e no triticale nos anos 2016 e 2017, os graos das respectivas colheitas foram moidos
e a analise realizada conforme Malavolta et al. (1997). De posse dos dados de massa
de matéria seca da parte aérea, produtividade dos grédos e do teor de P, foi
determinado o acumulo de P nas culturas nas safras 2016/2017 e 2017/2018. A massa
de matéria seca, o teor de P e o acumulo de P nas raizes foram processados somente
na safra 2016/2017 de cada sistema de sucessdo. Por ocasido do estadio R2 de
desenvolvimento da soja das safras 2016/2017 e 2017/2018 foram coletados 30
trifélios (terceiro ou quarto a partir do apice) e para o triticale a coleta ocorreu no inicio
do florescimento em 2016 e 2017 da 12 a 42 folhas do apice da planta para diagnose

foliar (teor de P), de acordo com Malavolta et al. (1997).
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1.2.5.2 Coletas e anélises de solo

Antes da semeadura da soja na safra 2017/2018, no més de novembro foi
realizada a coleta do solo nas camadas de 0-10, 10-20, 20-40 e 40-60 cm. As
amostras com estrutura deformada de solo foram compostas por 4 subamostras por
parcela, que foram coletadas por meio de trado tipo sonda, e acondicionadas em
sacos plasticos no interior de caixa térmica. As amostras foram levadas ao laboratdrio,
reunidas e peneiradas em malha de 2 mm, secas ao ar e conservadas em temperatura
ambiente para as determinacfes de fertilidade de pH (CaCly), fésforo (P), potassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), acidez potencial (H+Al) e saturacédo por
bases (V%) (RAIJ et al., 2001) (APENDICE A) e para o fracionamento do fésforo do

solo.

1.2.5.3 Fracionamento do Fosforo do solo

O Fracionamento do fosforo inorganico e organico (Pi e Po) foi realizado nas
profundidades amostradas de solo, seguindo o protocolo proposto por Hedley et al.
(1982) com as modificagBes sugeridas por Condron e Goh (1989). O detalhamento da
metodologia encontra-se nos ANEXOS A, B,C,D,EeF.

De forma resumida, o fracionamento do P do solo iniciou-se pesando 0,5 g de solo
em tubos de centrifuga. Apos, deu-se inicio as extracdes pela seguinte ordem: resina
de troca anidnica (Prta); NaHCO3 0,5 mol L (Psic), com pH 8,5; NaOH 0,1 mol L*
(Phido,1); HCI 1 mol L (Puci); NaOH 0,5 mol L (Phidos). Realizadas as extracdes, o
solo foi seco em estufa a 50 °C, moido em gral de agata e 0,1 g desse solo foi
submetido a digestdo sulfurica (H2SO4) para extracdo do P residual (BROOKES;
POWLSON, 1982).

Os extratos alcalinos, resultantes das extracdes de Pgic, PHido,1 € PHido,s, foram
divididas em duas aliquotas. Em que uma delas foi determinado o Pi, conforme a
metodologia proposta por Dick e Tabatabai (1977) modificado por He e Honeycutt
(2005). A outra aliquota foi utilizada para extracdo do fosforo total (Pt), em que
realizada a digestdo com persulfato de sodio e acido sulfurico em bloco digestor (US
EPA, 1978), com modificacbes sugeridas por Nascimento et al. (2015) e com
adaptacbes de Dayton et al. (2017). O P dos extratos acidos (Prta, PHci € P residual),
além das digestbes totais de Psic, PHido,1 € Phidos, foram determinados segundo a

metodologia de Murphy e Riley (1962). A diferenca entre o P total e o P inorganico
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resultou no P organico (Po) para Psic, PHido,1 € PHido,5. As determinagdes dos teores de
P foram analisadas por meio do espectrofotdmetro (Modelo 600S, FEMTO).

As fracoes de P foram divididas em Pi labil (Pirta + Pigic) € Po labil, que foi
composto por Pogic. O Pi moderadamente labil (Pinido,1 + Pinci) € 0 Po moderadamente
labil por Powido,1 € por fim o Pi n&o labil (Pinido,s + P residual) e Po n&o labil composto
por Ponido,s. O P do solo foi separado em origem biolégica e geoquimica com uso dos
valores médio das fracdes da camada de 0-20 cm. As fracdes biol6gicas consistiram
na soma das fracdes organicas de P e a fracdo geoquimica foram agrupadas em todas
as fragcdes inorganicas mais o P residual (CROSS; SCHLESINGER, 1995;
RODRIGUES et al., 2016).

1.2.6 Analise estatistica

As médias obtidas em cada ano safra e em cada camada de solo foram analisados
em separado. Os dados foram submetidos a analise de normalidade usando o teste
de Kolmogorov — Smirnov. Em sequéncia foram submetidos a anélise de variancia
pelo teste F (p<0,05) e as médias foram comparadas pelo teste LSD, ao nivel de 5%

de probabilidade.

1.3 Resultados e discussao

1.3.1 Avaliacdo do material vegetal

Os teores de P nas folhas diagndsticos da soja nas safras 2016/2017 e 2017/2018
foram semelhantes, sendo os maiores teores de P observados quando a soja foi
cultivada em sucessao ao milheto e sorgo e os menores valores quando em sucessao
a crotalaria e o pousio/escarificacdo (Tabela 2). Na safra 2017/2018 apds a
semeadura da soja 0 experimento passou por veranico que afetou o desenvolvimento
das plantas, mas ndo a absorcdo de P, pois, mesmo com diferencas entre o0s
tratamentos, todos apresentaram o teor de P dentro da faixa adequada para a cultura.
Os teores de P adequados para cultura da soja sdo 2,3 a 3,4 g kg*de P (MALAVOLTA
et al., 1997) e o valores apresentados nesse estudo na safra 2016/2017 foram 2,49 a
2,97 g kg* de P e na safra 2017/2018 foram 2,5 a 2,87 g kg™ de P.

O teor de P nas folhas do triticale em 2016 foi maior quando cultivado sob a
sucessao milheto-soja mas néo diferiu do pousio/escarificagao (Tabela 2). Em 2017 o

teor de P nas folhas do triticale ndo apresentou diferenca entre os tratamentos. Os
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valores de P foliar dos dois anos de avaliacdo estdo de acordo recomendado para a
cultura, na faixa de 2-3 g kgt de P (MALAVOLTA et al., 1997), indicando que mesmo
na auséncia da adubacao fosfatada no cultivo do triticale, em todos os sistemas de

sucessao o P disponivel no solo ndo limitou o desenvolvimento da cultura.

Tabela 2 — Teores de P nas folhas diagndésticas de triticale dos anos 2016 e 2017 e de
soja das safras 2016/2017 e 2017/2018.

Teor de P foliar (g kg™?)

Triticale (16) Triticale (17)  Soja (16/17) Soja (17/18)
Milheto 3,47a 2,90 2,97a 2,87a
Sorgo 3,10b 2,84 2,81ab 2,77ab
Crotalaria 3,01b 2,82 2,49¢c 2,50c
Pousio/escarificacéao 3,23ab 2,82 2,60bc 2,56bc
ANOVA (P>F) 0,0835 NS 0,0048 0,0362

Os valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). NS: ndo
significativo. @ Ml = milheto; SO = sorgo; CR = crotalaria e PO = pousio/escarificacao.

O aporte de massa de matéria seca da parte aérea (MMS-PA) produzida pelo
triticale apos a colheita dos grédos ndo apresentou diferenca significativa entre as
plantas de cobertura nos dois anos avaliados (Tabela 3). A maior produtividade de
grdos do triticale em 2016 foi no tratamento pousio/escarificagdo, com 2,06 Mg ha,
em média de 0,76 Mg ha' a mais que os demais sistemas de sucesséo. O triticale
cultivado no sistema com sorgo apresentou menor produtividade de grdos nos dois
anos de avaliac&o, o que pode ser atribuido ao menor valor de pH do solo (APENDICE
A). O pH 4,5 na camada 10-20 cm neste tratamento pode ter sido um dos fatores que
afetou a produtividade da cultura, a qual apresenta melhor rendimento na faixa de pH
de 5a 5,5 (BAIER et al., 1994).

Os teores de P na MMS-PA do triticale no ano de 2016 entre os sistemas de
sucessdo de culturas obteve valores na faixa de 2,27 a 2,76 g kg'* de P, sendo que o
menor teor (p<0,05) foi na sucesséao triticale-milheto (Tabela 3). O teor de P nos gréos
(MMS-Graos) apresentou diferenca significativa entre os sistemas de sucessdo de
culturas em 2016, com as menores medias nas sucessoes triticale-milheto e triticale-

sorgo, apresentando teores de 1,89 e 1,91 g kg de P, respectivamente.



Tabela 3 — Massa de matéria seca da parte aérea (MMS-PA), produtividade de graos e teor de P na massa de matéria seca da parte
aérea (P na MMS-PA) e teor de P na massa de matéria seca dos graos (P na MMS-Gréaos) dos cultivos de triticale e plantas de cobertura
das safras de 2016 e 2017 e de soja nas safras 2016/2017 e 2017/2018.

Variaveis M@ SO CR PO Ml SO CR PO ANOVA (P>F)

Triticale (2016) Triticale (2017) 2016 2017

MMS-PA (Mg ha't) 2,36 2,25 2,18 2,40 3,22 2,99 3,25 2,89 NS NS
Produtividade (Mg ha?) 1,25b 1,23b 1,42b 2,06a 1,76a 1,44b 1,67ab 1,64ab 0,0020 0,0500
P na MMS-PA (g kg™?) 227b  26la 2,76a 2,55a 2,50 2,47 2,28 2,31 0,0175 NS
P na MMS-Graos (g kg) 189%  1,91b 2,09ab 2,17a 2,02 1,85 2,09 2,00 0,0552 NS
Primavera (2016) Primavera (2017) 2016 2017

MMS-PA (Mg ha) 4,51b 5,89a 5,50a - 1,59ab 1,44b 1,97a - 0,0030 0,0500
P na MMS-PA (g kg™) 2,12a 1,91b 2,15a - 2,22 2,01 2,09 - 0,0500 NS
Soja (safra 16/17) Soja (safra 17/18) 16/17 17/18

MMS-PA (Mg hal) 4,27b  4,56ab 4,09b 5,13a 1,90ab  1,54b 2,07a 2,28a 0,0500 0,0431
Produtividade (Mg hal) 3,17 3,16 3,05 2,82 1,39b  1,48b 1,83a 1,77a NS 0,0110
P na MMS-PA (g kg™) 1,35b 2,28a 1,91a 2,19a 1,30b  2,19a 2,35a 2,09a 0,0057  <0,0001
P na MMS-Graos (g kg™) 4,97ab 534a  4,67b 4,61b 519ab  5,38a 4,77bc 4,41c 0,0250 0,0068

Os valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). NS: n3o significativo. ’ Ml = milheto; SO = sorgo; CR = crotalaria
e PO = pousio/escarificacao.

6€
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Em 2017, ndo houve efeito dos tratamentos para a MMS-PA, teores de P na MMS-
PA e na MMS-Gréos, mas houve diferenca significativa na produtividade do triticale,
apresentando maior produtividade na sucessao triticale-milheto e a menor na
sucessao triticale-sorgo (Tabela 3). A MMS-PA foi em média 3,09 Mg ha! e a maior
produtividade foi de 1,76 Mg ha! na sucesséo triticale-milheto. Os dados de MMS-PA
e produtividade de graos obtidas nesse estudo com adubacéao fosfatada antecedendo
o cultivo do triticale de 60 kg de P>Os (na semeadura da soja) foi superior aos 2,4 Mg
ha' de MMS e inferior aos 2,4 Mg ha' de produtividade de grdos observados por
Esteves e Rosolem (2011) quando aplicaram 80 kg de P>Os na semeadura do triticale.
Vale salientar que o experimento citado foi realizado na mesma condig&o climatica do
presente estudo.

Os resultados de MMS-PA das plantas de cobertura produzidas na primavera
diferiram significativamente nos anos de 2016 e 2017 (Tabela 3). No primeiro ano as
MMS-PA produzidas pela crotalaria e sorgo foram significativamente maiores,
chegando a produzir 1,0 Mg ha* de MMS-PA a mais que o milheto. No segundo ano
de experimento a crotalaria, apesar de nao diferir do milheto, foi superior em 37% de
MMS-PA em relacdo ao sorgo. A queda de producdo de MMS-PA das plantas de
cobertura em 2017 foi devido a falta de chuvas para a implantacédo das culturas de
primavera, atrasando a instalacdo desse cultivo, reduzindo o tempo de crescimento
das plantas para 45 dias até a dessecacdo, jA que ndo seria viavel atrasar a
semeadura da soja. Cabe salientar que o milheto, sorgo e crotalaria séo considerados
grandes produtores de MMS-PA e na literatura alcancam aportes de MMS-PA de 14,
7 e 8 Mg ha! (TORRES et al., 2008; SORATTO et al., 2012), respectivamente, porém
com periodos maiores de cultivo em relacdo a presente avaliacao.

O teor de P na MMS-PA das plantas de crotalaria e milheto foi maior em relacéo
as plantas de sorgo no ano de 2016 (Tabela 3), provavelmente por se tratar de
espécies distintas com eficiéncia de absorcao inerente de cada planta (MARCELO et
al., 2012). Os teores de P na MMS-PA das plantas de cobertura ficaram dentro da
faixa considerada como adequada para as culturas do milheto, sorgo e crotalaria, que
sdo de 2-4, 1-3 e 0,9-3,7 g kgt de P, respectivamente (VALADARES et al., 2016). Os
teores de P na MMS-PA em plantas leguminosas normalmente apresentam valores
superiores, resultando em maior eficiéncia na absor¢do de P (SILVA et al., 2006;
TORRES et al., 2008; PEREIRA et al., 2017). Cabe ressaltar que o milheto apresenta

maior capacidade de acumular P em menor periodo de cultivo quando comparado a
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outras gramineas, como o sorgo, por exemplo (BRAZ et al., 2004; SCHONINGER,
2011).

Em 2017, ndo houve diferenca significativa para as concentracdes de P na MMS-
PA entre as plantas de cobertura (Tabela 3), as quais foram dessecadas antes do
florescimento. E de se esperar que diferencas nas concentracées de P ocorram nessa
fase, conforme os dados de 2016, pois 0 maior acimulo de nutrientes ocorre no inicio
do florescimento (SILVA et al.,2002; CARPIM et al., 2008).

A MMS-PA da soja na safra 16/17 apresentou efeito significativo entre os sistemas
de sucessao avaliados (Tabela 3). O maior acimulo de MMS-PA foi verificado no
pousio/escarificacdo em relacdo as sucessées com milheto e crotalaria, sendo em
média 23% superior. Enquanto na safra 17/18, a produgédo de MMS-PA pela soja foi
maior nas sucessdes com crotalaria e pousio/escarificagcdo em relagdo ao sorgo.

A produtividade de gréos de soja na safra 16/17 teve diferenca significativa entre
os sistemas de sucesséao de culturas (Tabela 3). Os valores de produtividade de graos
de soja relatados neste trabalho estdo proximos da média nacional, que € de 3,2 Mg
ha' (CONAB, 2019). Na safra 17/18, a maior produtividade da soja ocorreu nos
sistemas de sucessdo pousio/escarificacdo e crotalaria em relacdo aos demais
tratamentos. Calonego et al. (2017) verificaram que, apds 12 anos de cultivo na
mesma area de estudo, a maior produtividade da soja foi no tratamento crotalaria, em
gue atribui esse resultado a maior macroporosidade promovida pela planta, permitindo
uma maior aeracao do solo em comparacao aos demais tratamentos.

A maior produtividade da soja no tratamento pousio/escarificacdo pode ser
atribuida ao manejo da escarificacéo realizada na safra anterior (16/17) por ocasionar
melhorias na aeracéo do solo ocasionando menor restricdo fisica. Porém, esse efeito
tem tendéncia de diminuir ao longo dos anos (ROSOLEM; CALONEGO, 2010;
CALONEGO et al., 2017). A menor produtividade da soja observada no tratamento
com sorgo pode ser devido que as raizes do sorgo podem exsudar compostos com
potencial alelopatico, como o composto hidrofébico sorgoleone, podendo afetar o
desenvolvimento da soja (MONQUERO; HIRATA, 2014).

Outro fator que pode influenciar no desenvolvimento da soja em sucessao ao
sorgo forrageiro é a reducéo do pH e da saturacédo de bases no solo (OLIBONE et al.,
2006), em que esses efeitos foram observados na sucessao com sorgo e milheto

(Apéndice A). Na safra 16/17 esses efeitos de compostos alelopaticos e de reducéo
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de pH néo afetaram a produtividade da soja, que pode ser atribuido a precipitacédo
regular durante o ciclo da cultura, o que pode ter atenuado esses efeitos.

De forma geral, houve reducéo no acimulo de MMS-PA e produtividade da soja
na safra 17/18 devido a falta de chuvas apds a semeadura, com mais de 20 dias de
estiagem (Figura 1), atrasando a emergéncia e, consequentemente, O
desenvolvimento e rendimento da cultura.

Os sistemas de sucesséao influenciaram os teores de P na MMS-PA da soja,
apresentando comportamentos semelhantes nas duas safras avaliadas, em que a soja
cultivada em sucessao ao sorgo apresentou maior teor de P na MMS-PA e na MMS-
Graos (Tabela 3).

A eficiéncia de absor¢céo de P pela planta, que € o acumulo total de P na parte
aerea (MANSCHADI et al., 2014), foi definida para a soja e o triticale como a soma da
guantidade de P presente na MMS-PA + graos e para as plantas de cobertura apenas
0 acumulado na MMS-PA. A eficiéncia de absorgao de P diferiu significativamente nas
duas safras avaliadas entre os sistemas de sucessdo de cultura nos cultivos de
outono-inverno, primavera e verao (Figuras 2A e 2B).

Na safra 16/17, no cultivo do triticale o maior acumulo de P ocorreu no
pousio/escarificacdo em relacdo ao milheto, resultante dos maiores teores de P e
produtividade de graos (Figura 2A e Tabela 3). Em relacédo as plantas cultivadas na
primavera, os maiores acumulos de P ocorreram no sorgo e crotalaria em comparacao
ao milheto, o qual obteve menor rendimento de MMS-PA, contribuindo para o menor
acumulo desse nutriente. O maior acumulo de P na cultura do sorgo deve-se a
presenca do gene Sh03g006765, que esta relacionado a maior absor¢cao de P por
essa forrageira. A estreita relacdo do gene com a parede celular da raiz resulta em
aumento da area de superficie radicular pela reducdo do diametro da raiz e assim
aumenta o volume de exploracdo do solo (HUFNAGEL et al., 2014).

A eficiéncia da crotalaria para absorcdo de P deve-se a liberacdo de acidos
organicos alterando quimicamente a rizosfera, aumentando assim a capacidade de
absorver o P de menor labilidade, e também pela alteracdo morfolégica das raizes,
como, por exemplo, seu maior alongamento para obter maior exploracdo do solo
(SANTANA; ASCENCIO; 2011; ZIBLIM et al., 2013).
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Figura 2 — Acumulo de P na MMS de parte aérea e graos para o cultivo de soja e triticale
e na MMS de parte aérea no cultivo da primavera nos sistemas de sucessao de culturas
durante as safras 16/17 (A) e 17/18 (B). Ml = milheto; SO = sorgo; CR = crotaléria e PO =
pousio/escarificacao. Letras minlusculas distintas para os sistemas de sucessédo de
culturas diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05).
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No cultivo da soja na safra 16/17, o maior acumulo de P ocorreu quando cultivada
na sucessdo sorgo-soja, com 27,3 kg ha'! de P acumulado, seguido pelo
pousio/escarificacdo com 24,3 kg ha'! de P acumulado (Figura 2A). Ramos et al.
(2010), avaliando a influéncia do cultivo prévio de forrageiras na produtividade da soja
em um Cambissolo, observaram maior acumulo de P na soja cultivada em sucessao
ao sorgo com maior producao em relacao a sucessao pousio/escarificacdo-soja.

Os resultados de acumulo de P no cultivo da soja na safra 16/17 demonstram, em
geral, alta eficiéncia dos sistemas de sucesséo de cultura em relagdo a absorcao de
P pela soja (Figura 2A). Entre os sistemas pode-se destacar a sucessao sorgo-soja,
em gue apresentou 100% de eficiéncia no acumulo de P na parte aérea, mostrando
que a adubacdo de 26 kg ha' de P realizada apenas na semeadura da soja foi

satisfatoria. Além disso, todos os sistemas de sucessao de culturas recuperaram o0s
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26 de kg ha' de P adubados no cultivo da soja. De forma geral, o somatério dos
cultivos de outono-inverno, primavera e verdo acumularam de 35 a 47 kg ha* de P.
Desta forma, pode-se inferir que as plantas de cobertura promoveram a solubilizagao
e/ou menor adsorc¢éo de P do solo.

Na safra 17/18, as plantas de triticale apresentaram diferengas significativas em
relacdo ao acumulo de P em funcdo dos manejos de primavera, em que o milheto
apresentou maior acumulo de P e o pousio/escarificagdo menor acamulo (Figura 2B).
Entretanto, entre as plantas de cobertura na primavera, a crotaléria obteve acamulo
de P superior ao sorgo, resultando também em maior acimulo de P na soja cultivada
em sucesséo.

Pelo somatorio do acumulo de P dos trés cultivos na safra 17/18, o sistema de
sucessdo com a crotalaria foi o Unico a recuperar os 26 kg ha de P adicionado via
adubacao na semeadura da soja (Figura 2B) e pela ciclagem de P dos cultivos no
sistema de sucesséao. Vale salientar, que os cultivos de primavera e de veréo na safra
17/18 passaram por veranico no estadio vegetativo afetando o desenvolvimento das
plantas, obtendo quase metade do acumulo de P em relacdo a safra 16/17. De modo
geral, as culturas de cobertura beneficiam a nutricdo de P dos cultivos subsequentes
por processos diferentes e simultaneos: transferéncia de P na decomposi¢cdo dos
residuos culturais, exsudacdo de acidos organicos e enzimas pelas raizes e
interacdes microbianas disponibilizando P, via solubilizacdo e/ou mineralizacdo para
cultura principal (HALLAMA et al., 2019).

O acumulo de massa de matéria seca da raiz (MMS-Raiz) no perfil de solo de 0 a
60 cm de profundidade foi quantificado para os cultivos outono-inverno, primavera e
verao apenas na safra 16/17 (Tabela 4). Em relacdo ao aporte de MMS-Raiz, nao foi
observado para o triticale efeito dos tratamentos. Ja os teores de P ha MMS-Raiz de
triticale diferiram entre si (p<0,05), com maiores teores nos tratamentos envolvendo
milheto e sorgo.

As plantas de cobertura no cultivo de primavera ndo diferiram entre si (p<0,05)
guanto a MMS-Raiz, mas as concentracfes de P nas raizes foram distintas (p<0,05),
sendo a crotalaria a planta de cobertura com maior teor de P nas raizes (Tabela 4).

A soja na sucessao milheto-soja obteve maior producgéo de raizes (p<0,05), em
média 23% superior em relacdo as sucessdes sorgo-soja e pousio/escarificacdo-soja
(Tabela 4). As maiores concentracdes de P encontradas na MMS-Raiz da soja foram

nas sucessfes milheto-soja e crotalaria-soja em relacdo ao a sucessao sorgo-soja.
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Tabela 4 — Acamulo de massa de matéria seca da raiz (MMS-Raiz) e teor de P na matéria
seca da raiz (P na MMS-Raiz) dos cultivos de triticale, primavera e soja na safra
2016/2017.

Variaveis MI® SO CR PO ANOVA (P>F)
Triticale
MMS-Raiz (Mg ha?) 1,3 1,19 1,46 1,3 NS
P na MMS-Raiz (g kg?) 2,04a 2,08a 1,51b 1,22c <0,0001
Primavera
MMS-Raiz (Mg ha?) 2,25 2,38 2,15 NS
P na MMS-Raiz (g kg?) 0,90b 0,98b 1,26a 0,0215
Soja
MMS-Raiz (Mg ha?) 3,00a 2,24b 2,52ab 2,28b 0,0306
P na MMS-Raiz (g kg?) 1,87a 1,47b 2,02a 1,73ab 0,0483

Os valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). NS: ndo
significativo. @ MI = milheto; SO = sorgo; CR = crotalaria e PO = pousio/escarificagao.

O acumulo de P na MMS das raizes na camada 0-60 cm dos trés cultivos da safra
16/17 diferiu significativamente entre os sistemas de sucesséo de culturas (Figura 3).
No outono-inverno (triticale), o milheto apresentou maior acimulo de P nas raizes e 0
pousio/escarificagcdo o menor acumulo. No cultivo da primavera, o0 maior acumulo de
P na MMS da raiz ocorreu na crotalaria e o menor no milheto. Para o cultivo de verao
(soja), os maiores acumulos de P na MMS da raiz foram nos tratamentos milheto, com
5,54 kg ha' de P e crotalaria, com 5,05 kg ha'de P.

O acumulo de P pelas raizes dos sistemas de sucessao demonstra o efeito da
solubilizacdo de P em profundidade pelo intenso cultivo de plantas. A soma nos trés
cultivos do acumulo de P nas raizes dos sistemas de sucessdo com uso de plantas
de cobertura na primavera proporcionou acumulo médio superior em 73% de P na
camada de 0-60 cm em relacdo ao pousio/escarificacdo (Figura 3). A incorporacao
biologica de P realizado pelas raizes das plantas de cobertura, torna-se necessario
em sistemas de semeadura direta, por ndo fazer o uso de incorporacdo mecanica de
fertilizantes. Pois, de acordo com Sa (2004), as raizes das plantas de cobertura
redistribuem o P no perfil do solo, uma vez que em SSD nao ha revolvimento
ocasionando uma nova arquitetura de poros pelas raizes e com a decomposicao das
mesmas ocorre a liberacao de formas orgéanicas e inorganicas de P.

Considerando que a &rea do presente experimento vem sendo cultivada
repetindo-se os mesmos tratamentos desde 2003, ou seja, com 14 anos fazendo-se

a incorporacéo bioldgica de P, pode-se estimar para os tratamentos milheto, sorgo e
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crotalaria uma incorporacdo aproximada de 143, 114 e 139 kg ha! de P,

respectivamente (Figura 3).

Figura 3— Acumulo de P na MMS daraiz nos sistemas de sucessao de culturas durante
a safra 2016/2017. Ml = milheto; SO =sorgo; CR = crotaléria e PO = pousio/escarificagao.
Letras minusculas distintas para os sistemas de sucessdao de culturas diferem entre si
pelo teste LSD (p<0,05).
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Para que o P presente na raiz seja absorvido é necessario a decomposicéo e
mineralizacdo desses residuos para formas de Pi para posterior utilizacdo pelas
plantas. Subbiah e Mannikar (1964) relataram por meio de estudos de diluicdo
isotopica com P a extracdo de P de camadas subsuperficiais pelas raizes da
crotalaria para camadas superficiais, evidenciando a importancia das raizes das
plantas de cobertura na movimentacao de P no perfil do solo.

As plantas de cobertura, além de contribuirem na deposicédo de P em superficie
pela decomposicdo dos seus residuos, incorporam P no solo por meio das raizes.
Dependendo da cultura podem acumular cerca de 65% do P absorvido pelas raizes,
redistribuindo o P aplicado em superficie em SSD para camadas inferiores do solo
(FRANCHINI et al., 2004).

1.3.2 Avaliacédo da disponibilidade de P no solo

1.3.2.1 P inorganico labil, moderadamente labil e néo labil
Os sistemas de sucessao influenciaram na labilidade do P do solo, com diferencas
entre as plantas de cobertura cultivadas na primavera e o pousio/escarificagao na

dindmica do P nas camadas analisadas (Figuras 4A, 4B e 4C). Os trabalhos em
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relagdo a disponibilidade de P normalmente analisam até no maximo de 40 cm de
profundidade (RHEINHEIMER; ANGHINONI, 2001; GATIBONI et al., 2007,
ZAMUNER et al., 2008; YANG et al., 2015; LEITE et al., 2016; ALMEIDA et al., 2019;
FOLTRAN et al., 2019). Porém, os dados obtidos no presente estudo evidenciam que
a acdo das plantas de cobertura ap6s 14 anos de cultivo extrapola as camadas
analisadas atualmente.

Na primeira camada avaliada, de 0-10 cm, os maiores teores de Pi labil (p<0,05)
foram obtidos nas sucessOes sorgo-soja e pousio/escarificagcdo-soja, com valores
superiores a 50 mg kg*de P (Figura 4A). Mesmo sem aporte de P por meio dos
residuos culturais no cultivo da primavera, o tratamento do pousio/escarificacéo
obteve concentracdes de Pi labil superior aos manejos do milheto e crotalaria. Aimeida
et al. (2018) observaram resultado semelhante em estudo sobre a disponibilidade de
P com Urochloa ruziziensis, em que houve uma maior redu¢ao do Presina (Que compde
o Pi labil) no solo cultivado com braquiaria do que no pousio/escarificacdo, sem uso
de adubacao fosfatada. Esse efeito ocorre pela baixa dessor¢cao e maior adsorcao de
P ocasionado pela adicéo de fitatos que afetam a dessorcao, sob cultivo da forrageira.
Além disso, 0 aumento da oxidacdo da matéria organica pela escarificacdo realizada
no pousio/escarificacdo pode melhorar a disponibilidade de P, mas também pode ter
impactos indesejaveis no ciclo do carbono, incluindo o aumento da perda de matéria
organica (MENEZES-BLACKBURN et al., 2018).

Em profundidade, as plantas de cobertura apresentaram desempenho superior na
concentracgao de Pilabil (p<0,05) em comparacao ao pousio/escarificacao (Figura 4A).
Como pode-se observar na camada de 10-20 cm, a maior concentracao de Pi labil foi
na sucessdo milheto-soja. Na camada seguinte, de 20-40 cm, o milheto, 0 sorgo e a
crotalaria néo diferiram entre si (p<0,05), com concentracdes entre 8,4 a 10 mg kg de
Pi labil, e somente o sorgo apresentou superioridade no teor de P em relacdo ao
pousio/escarificagcdo, com uma diferenca de 31% de Pi labil nessa camada. Por fim,
na camada de 40-60 cm, a maior concentracdo de Pi labil foi na sucesséo sorgo-soja
(p=<0,05), em que esse sistema permitiu maior disponibilidade do Pi tanto em superficie
como em profundidade, pois somente na camada 10-20 cm ndo obteve maior

concentragdo em relagéo aos demais tratamentos.
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Figura 4 — P inorgéanico labil (A), moderadamente 14bil (B) e n&o labil (C) do solo nas
parcelas milheto (MI), sorgo (SO), crotalaria (CR) e pousio/escarificagcao (PO), nas
camadas de 0-10, 10-20, 20-40 e 40-60 cm no ano de 2017. Letras minusculas distintas
para os sistemas de sucesséo de culturas em cada profundidade diferem entre si pelo
teste LSD (p=<0,05).
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Os cultivos do sorgo e do milheto tiveram concentracbes mais altas de H+AI
(APENDICE A), o que pode ter reduzido o teor de Pi labil no milheto com a maior
adsorcao de P. Porém, para o sorgo esse comportamento nao foi o mesmo, devido a
planta apresentar uma alteracdo morfolégica na raiz do sorgo expressada pelo gene
Alt s que confere tolerancia ao aluminio pela liberacdo de citrato (CANIATO et al.,

2014). O citrato € um &cido organico que reduz a adsorcdo de P pelo blogueio dos
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sitios de adsorcao, apresentando menor taxa de degradacéo pela alta reatividade com
oxihidroxidos de Fe e Al (PAVINATO; ROSOLEM, 2008).

Os cultivos sob plantas de cobertura obtiveram maiores concentragbes de Pi
moderadamente |abil (Pimod) nas camadas avaliadas (p<0,05), exceto na camada de
40-60 cm em que a sucessao milheto-soja apresentou a menor concentracdo de
Pimod em relacdo ao pousio/escarificacao (Figura 4B). O aumento do Pimod torna-se
importante pela contribuicdo para a reserva labil de P, sendo considerado como
disponivel para a solugéo do solo (RHEINHEIMER, 2000). Na camada de 0-10 cm,
observou-se maiores teores de Pimod nos tratamentos milheto e crotalaria, com 104
e 121 mg kg* de Pimod, respectivamente. Os menores teores de Pimod sob cultivo
do sorgo mostram a maior capacidade de solubilizacdo desse compartimento de P
pela cultura, resultado semelhante foi observado por Silva et al. (2003) em
experimento de vaso com Urochloa sp.

Fazendo uma relagéo com os teores de Pi labil dos cultivos de milheto e crotaléria,
gue apresentaram 0s menores teores, essas sucessfes de cultura promoveram a
conversdo de Pi labil a Pimod (Figuras 4A e 4B). Quando a adubacéo fosfatada &
abaixo da quantidade de P exportada do sistema pelas plantas de cobertura (Figura
2A), as formas de P de labilidade intermediaria atuam como fonte, mantendo os teores
de Pi labil do solo (SANTOS et al., 2008). Os cultivos de milheto e sorgo como plantas
de cobertura modificaram os teores de Pimod resultando em aumento médio de 17 e
21% nas camadas 10-20 cm e 20-40 cm, respectivamente, em relacdo ao
pousio/escarificacdo (Figura 4B). Pavinato et al. (2008) verificaram que os acidos
organicos provenientes de extratos vegetais, como milheto e sorgo, aumentaram o0s
teores de Pi moderadamente Iabil em todas as profundidades analisadas (0-30 cm).

Na camada de 0-10 cm, os sistemas de producédo nao diferiram significativamente
em relacéo aos teores de Pi ndo labil (Figura 4C). Na camada de 10-20 cm, as plantas
de cobertura promoveram a menor concentracao de Pi para a forma nao labil (p<0,05),
em que o0 pousio/escarificacdo promoveu um aumento em torno de 29% na
concentracdo de Pi ndo labil quando comparado ao sorgo. O fluxo continuo de
diferentes formas de carbono oriundo da decomposicdo de raizes e 0 nédo
revolvimento do solo nessa camada contribuiu para a ocupacdo dos coloides
inorganicos pelas substancias humicas reduzindo a passagem de Pi labil para Pi ndo
labil (FRANCHINI et al., 1999; NOVAIS; SMYTH, 1999). Contudo, na camada de 20-

40 cm o milheto e o0 sorgo apresentaram efeito inverso, com maior teor de Pi na forma
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ndo labil, em que o cultivo do milheto teve aumento de 25% em relagdo ao manejo
com pousio/escarificacdo. Os sistemas de cultivo alteraram as concentracdes de Pi
ndo labil, com o cultivo do milheto aumentando os teores de Pi ndo labil em
profundidade (camadas de 20-40 cm e 40-60 cm) em relagéo aos demais sistemas de
cultivo. Os menores valores Pi ndo labil para o cultivo do sorgo e da crotalaria deve-
se a acdo das raizes que apresentam maior capacidade na solubilizagdo de P, por
meio da acidificacdo da rizosfera, exsudacdo de &cidos organicos e secre¢do de
fosfatases extracelulares (HINSINGER, 2001).

De modo geral, os teores de Pi labil na camada de 0-10 cm tem correlagdo com o
Pimod, ou seja, quando ha aumento na concentracéo de Pi labil ha reducao de Pimod
e o0 inverso também é observado, dependendo do sistema manejo (Figuras 4A e 4B).
Para as demais camadas ocorre 0 mesmo comportamento entre o Pimod e o Pi ndo
labil apenas para o sistema de sucessdo com milheto (Figuras 4B e 4C). Enquanto no
cultivo do sorgo e da crotalaria observa-se efeito contrario, ou seja, esta ocorrendo a
reducédo da adsorcéo de P no compartimento de menor labilidade. O cultivo de plantas
de cobertura eficientes na absorcdo de P € importante para a solubilizacdo do P
recalcitrante, tornando-o disponivel para a cultura subsequente (MENEZES-
BLACKBURN et al., 2018).

1.3.2.2 P organico labil, moderadamente labil e ndo labil

Os sistemas de manejo com uso de plantas de cobertura na primavera diferiram
(p=<0,05) do sistema de pousio/escarificacdo nas concentracdes e formas de Po
presente no solo nas camadas avaliadas (Figura 5). Na camada de 0-10 cm, de forma
geral, a maior labilidade do Po (Po labil) foi no pousio/escarificacao (extraido por Pogic)
em comparacdo as plantas de cobertura. O cultivo das plantas de cobertura
proporcionou aumento nos teores de Po nos compartimentos moderadamente |abil
(Pomod) e néo labil (PoNL), extraidas por PoOHid-0,1 € POHid-05, respectivamente.

As concentracdes de Po labil e moderadamente labil entre as plantas de cobertura
na camada de 0-10 cm néo diferiram significativamente (p<0,05) (Figura 5). Como em
SSD nao ocorre a incorporacdo dos residuos culturais, os quais permanecem em
superficie com uma pequena area de contato com o solo, a decomposicdo é lenta e
desta forma reduz a mineralizacdo, sendo um dos fatores responsaveis pela falta de
alteracdes no Po (PAVINATO et al., 2009). A diferenca na concentragédo do Pomod

das plantas de cobertura para o pousio/escarificacdo, na camada de 0-10 cm, chega
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a 45 mg kg* de Pomod. O acumulo de Po em formas mais estaveis pode refletir em
alta atividade microbiana (KAMH et al., 1999).

Figura 5 — P orgéanico do solo (Iabil, moderadamente |4bil e ndo labil) nas parcelas
milheto (M), sorgo (SO), crotalaria (CR) e pousio/escarificacao (PO), nas camadas de 0-
10, 10-20, 20-40 e 40-60 cm no ano de 2017. Letras minusculas distintas para os
sistemas de sucessdo de culturas em cada profundidade diferem entre si pelo teste
LSD (p=<0,05).
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Em relacdo ao Po ndo labil (PoNL), na camada de 0-10 cm, o cultivo do milheto
diferiu significativamente dos demais tratamentos, com uma concentragdo maior em
197% de Po néo labil em comparacédo ao pousio/escarificacdo (Figura 5). A maior
concentracdo de Po de menor labilidade nos sistemas de sucessao com cultivo de
plantas de cobertura podem ser explicados pelo aporte sequencial de material vegetal
em superficie, ocasionando adicdo de formas de Po de maior recalcitrancia e a
protecdo do Po pelos coloides do solo, dificultando sua mineralizacdo (OTABBONG
et al., 1997).

Em reviséo de literatura sobre o uso do fracionamento do P do solo em diferentes
manejos do solo, Negassa e Leinweber (2009) observaram que as formas de Po
acabam sendo acumuladas quando ocorre adubacao fosfatada e o tamponamento de
P para solucédo do solo é pelo Pi. Possivelmente as maiores concentracfes de Pimod
e Pi ndo labil nos cultivos com plantas de cobertura deve-se a deposicdo de fosfato
de inositol no solo por meio dos residuos culturais e esse fosfato sendo complexado
aos minerais de argila, acidos fulvicos e humicos, tornando-o fracamente disponivel
para os microrganismos do solo (QUIQUAMPOIX; MOUSAIN, 2005; DEISS et al.,
2016).
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Na camada de 10-20 cm, observou-se a mesma tendéncia da camada anterior,
tendo a maior concentracdo de Po labil (81 mg kg?') no tratamento
pousio/escarificacédo (Figura 5). Em relacdo ao Pomod, os sistemas de sucessdes nao
apresentaram diferengas significativas, com média geral entre os tratamentos de
201,5 mg kg' de Pomod. O Po ndo labil no pousio/escarificacdo néo diferiu dos
sistemas de sucessdo com plantas de cobertura.

No tratamento pousio/escarificacdo, os maiores teores de Po labil nas camadas
0-10 e 10-20 cm podem ter ocorrido devido a escarificacdo, até 30 cm de
profundidade, realizada no ano de 2016 (Figura 5). Esse manejo aumenta a
macroporosidade e a aeragéo do solo, sendo que a maior entrada de O aliado a agéo
mecanica do escarificador sobre a estrutura do solo acelera a taxa de oxidacdo da
matéria organica (SA et al., 2010) pelos microrganismos, disponibilizando P de formas
de Po labil. Como o mecanismo do escarificador nédo realiza a inversdo da camada do
solo, ndo permite o0 maior contato entre as particulas de argilominerais, o que poderia
reduzir a labilidade do Po. Santos e Tomm (2003), avaliando a disponibilidade de
nutrientes em diferentes preparos do solo, observaram maiores teores de P na
camada de 0-10 cm com uso do escarificador em relagdo ao preparo convencional.

Os cultivos de sorgo e crotalaria promoveram maior concentracao de Po labil na
camada de 20-40 cm (p<0,05), com uma diferenca de 83% em relacdo ao
pousio/escarificacdo (Figura 5). Na camada de 40-60 cm o comportamento foi o
mesmo do relatado para a camada anterior, em que os teores de Po labil para o sorgo
e crotalaria foram de 20 e 17 mg kg' de Po labil, respectivamente, e para o
pousio/escarificacdo foi de 12 mg kg'de Po Ilabil. Enquanto houve maior
concentracdo de Pomod e PoNL para o cultivo de milheto na camada de 20-40 cm e
para o sorgo na camada de 40-60 cm, porém nédo diferiu (p<0,05) do milheto na
concentracdo de Pomod. O Po nos cultivos de milheto e sorgo pode estar sendo
convertido a formas de menor labilidade por meio de reac6es da matéria organica do
solo com os coloides inorganicos (BAYER; MIELNICZUK, 2008).

De modo geral, os tratamentos com plantas de cobertura apresentam maior
guantidade de Po do que o pousio/escarificacdo devido o aporte sequencial de Po por
meio dos residuos vegetais nos cultivos de primavera realizando, dessa forma, a
ciclagem de P e/ou o0 seu incremento nos compartimentos de menor labilidade. Nesse

sentido, Foltran et al. (2019) observaram que a elevada deposicdo de residuos
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vegetais contribui para o incremento de Po moderadamente labil. Cabe salientar que
essa fracdo também pode atuar como fonte de P para as plantas (CONTE et al., 2003).

Os efeitos das plantas de cobertura sédo contrastantes em relacao a labilidade do
Po a partir dos 20 cm de profundidade (Figura 5). Enquanto o sorgo e a crotalaria
promoveram a maior labilidade, o milheto aumentou a concentra¢ao de Po nas formas
de menor labilidade. O acumulo de Po de menor labilidade depende da qualidade do
residuo aportado ao solo, como alta concentracdo de lignina e alta relacdo C/N, que
torna a decomposicao dos residuos mais lenta acumulando formas de Po de menor
labilidade (GATIBONI et al., 2013).

As concentracdes de Pi labil (Figura 4A) e Po labil (Figura 5) nas camadas 20-40
cm e 40-60 cm foram maiores sob o cultivo do sorgo e da crotalaria em relacéo ao
pousio/escarificagcdo. Em que, a medida que as plantas absorvem o Pi labil, o seu
tamponamento pode estar ocorrendo por meio do Po labil, o qual é geralmente
considerado prontamente disponivel para as plantas, pois ocorre rapida mineralizacéo
(GATIBONI et al., 2007).

1.3.2.3 Distribuicdo dos compartimentos de P na camada de 0-20 cm

Os dados referentes a contribuicéo relativa (%) na camada de 0-20 cm do P labil,
moderadamente labil e ndo labil sdo o somatorio do Po e Pi nas respectivas formas
(Figura 6A). As proporcdes das formas de P em relacdo aos sistemas de sucessao
demonstram que o P nao labil ndo foi afetado pelos manejos, mas as formas de P labil
e Pmod foram influenciados pelos sistemas de sucessao.

O cultivo de plantas de cobertura proporcionou menores contribuicdes relativas no
P labil, representando de 3 a 3,6% do P do solo, enquanto no pousio/escarificacdo o
P labil representou 6,7% (Figura 6A). Os valores de P labil estdo abaixo do encontrado
por Rodrigues et al. (2016), em areas de SSD no Cerrado para a mesma camada
avaliada, o P labil representou aproximadamente 20% do P do solo. A contribuicdo
relativa do Pmod é menor no pousio/escarificacdo (em torno de 17%) e maior nos
cultivos sob plantas de cobertura (aproximadamente 21% para o sorgo e a crotalaria),
ou seja, as plantas de cobertura estdo mantendo o P em moderadamente labil, exceto
para o milheto que aportou mais o P na forma nao labil.

O P ndo labil nos tratamentos sorgo, crotalaria e pousio/escarificagéo representa
em média 75% do P do solo (Figura 6A). O P é acumulado no solo em formas

inorganicas labeis e moderadamente labeis quando as entradas e saidas de P tiverem
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saldo positivo (GATIBONI, 2003). O P acumulado em fragbes de menor labilidade

pode ser considerado uma reserva de P que podera ser aproveitado em sistemas de

sucessodes com plantas de cobertura eficientes para converter essa reserva em formas

de P de maior labilidade, sendo uma importante estratégia reduzir perdas de P e

aumentar a producgao de alimentos em solos com alta capacidade de adsorgédo de P
(MENEZES-BLACKBURN et al., 2018).

Figura 6 — Contribuicao relativa (%) do P labil, Moderadamente labil e ndo labil (A), do
P orgéanico total e P inorganico total (B) e do P orgéanico labil e inorganico labil (C) do
solo nas parcelas milheto (Ml), sorgo (SO), crotalaria (CR) e pousio/escarificacdo (PO),
na camada de 0-20 cm no ano de 2017.
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A fracdo do Po total nos cultivos do sorgo e da crotaléria obtiveram porcentagem

semelhante, em torno de 30% do P do solo (Figura 6B). No cultivo do milheto,

observou-se aumento do Po total em relacdo aos demais tratamentos, o que se
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confirma pela alta concentracédo de Po néo labil de 408 mg kg na camada de 0-10
cm (Figura 5). Rheinheimer et al. (2019), em SSD por um periodo de 30 anos,
observaram que a taxa adequada de fertilizantes inorganicos de P por um longo
periodo permitiram o aumento do Po do solo em relacdo ao cultivo convencional. As
proporgdes de Po encontradas estdo dentro da faixa relatada por Guerra et al. (1996)
em solos brasileiros, de 13 a 47% de P na forma orgénica.

O Po do solo se expressa como dreno quando os processos de imobilizagéo de
Pi superam os de mineralizacdo de Po (NOVAIS; SMYTH, 1999). Solos com altos
teores de argila, como o do presente estudo (Tabela 1), e 6xidos de Fe e Al resultam
em maior aporte de P ao compartimento geoquimico em relagéo ao biolégico. Dessa
forma, sistemas de producao de reduzem as perdas de Po do solo sdo importantes
para manter a disponibilidade de P as plantas (CONTE et al., 2003). Todos o0s
sistemas de sucesséao de culturas possuem a maior parte das suas reservas de P na
forma inorganica, em que nos sistemas com cultivo de plantas de cobertura
apresentaram em média 69% de Pi total e o pousio/escarificagdo em torno de 74%.

A contribuicdo relativa do Po labil e do Pi labil foram diferentes entre os manejos,
em que o maior incremento no Pi labil foi observado na sucessédo de culturas com
sorgo (74% de Pi labil), enquanto no manejo com pousio/escarificacdo a maior
proporcao foi do Po labil, com 61% (Figura 6C). O Po pode contribuir para a nutricdo
das culturas, com a liberacéo de acidos organicos e enzimas por meio de plantas e
microrganismos realizando a mineralizacdo do Po (RICHARDSON; SIMPSON, 2011).

Os sistemas de sucessao com milheto e crotalaria tiveram contribuicao relativa de
Pi 1abil e Po labil semelhantes, em torno de 34% de Pi labil (Figura 6C). O Pi labil
presente na sucessao envolvendo a cultura do sorgo € composto em sua maioria pela
forma inorganica facilitando o suprimento para as plantas. Rodrigues et al. (2016)
verificaram em areas do Cerrado com mecanizacao do solo que a contribuicdo do P
labil do solo foi de origem orgéanica enquanto para os sistemas de semeadura direta
foi de forma inorganica. Contudo, o conhecimento das transformacdes de P pelas
plantas de cobertura sdo importantes para possibilitar aumento da disponibilidade de
P em sistemas de producdo de longa duracdo, principalmente em solos

intemperizados de regides tropicais (TELES et al., 2017).
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1.4 Conclusdes

A produtividade da soja nao foi influenciada pela disponibilidade de P, contudo os
teores de P na massa de matéria seca da parte aérea dos cultivos de triticale e
primavera no ano de 2016 e da soja nas safras 16/17 e 17/18 foram afetados pela
maior disponibilidade de P no perfil analisado.

Na safra 16/17, todos os sistemas de sucessao de culturas com uso de plantas
de cobertura recuperaram os 26 de kg ha! de P adubados no cultivo da soja.

O acumulo de P pelas raizes dos sistemas de sucessdo demonstra a incorporacao
biologica de P em profundidade pelo intenso cultivo de plantas.

A disponibilidade de P no solo apds 14 anos de sucessao de culturas em sistema
de semeadura direta foi modificada pelo cultivo de plantas de cobertura. O cultivo
prévio do sorgo aumenta a disponibilidade de P inorganico em profundidade, enquanto
o milheto resultou em maior concentracao de P organico em superficie.

De forma geral, os sistemas de sucessao de culturas com plantas de cobertura
promoveram aumento do compartimento de P labil na forma inorganica na camada de
0-20 cm. Porém, no sistema de sucessao com o pousio/escarificacdo o compartimento

de P labil foi composto principalmente pela forma organica.
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CAPITULO 2 - Diversidade bacteriana e disponibilidade de fosforo do solo em

sistemas de sucessao de culturas

Resumo

A microbiota do solo é de fundamental importancia para a ciclagem de P. Aliado
a isso tem-se o cultivo de plantas de cobertura em sistemas agricolas, que promove
0 aumento e a diversificacdo da biomassa microbiana. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia dos sistemas de sucesséao de culturas de longa duracdo sobre os
atributos quimicos e disponibilidade de fosforo do solo, além dos atributos bioldgicos
e diversidade bacteriana do solo. A pesquisa foi realizada nas safras 2016/2017 e
2017/2018, em Nitossolo Vermelho, cujos tratamentos foram instalados e mantidos
desde 2003, em Botucatu-SP. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados com quatro repeti¢cdes, sendo as parcelas constituidas pelos cultivos de
primavera: milheto, sorgo forrageiro, crotalaria, além de uma area de
pousio/escarificacdo. Os atributos quimicos do solo, apés 14 anos de sucessao de
culturas em sistema de semeadura direta, foram modificados pelo cultivo das plantas
de cobertura, em que os maiores valores de célcio (67 mmol. dm?), saturacdo de
bases (72%), e nitrogénio (1,83 g kg™*) foram favorecidos pelo cultivo de crotalaria,
proporcionando uma condi¢cdo de menor acidez ao solo, com pH em média de 5,6 nos
cultivos sob pousio/escarificacdo e crotalaria. As plantas de cobertura promoveram
aumento meédio nas concentracdes de carbono da biomassa microbiana (Cmic) do
solo de 150% em relacdo ao pousio/escarificacdo. Os sistemas de sucessao de
culturas influenciaram na atividade microbiologica do solo, principalmente a crotalaria.
A maior atividade da enzima desidrogenase ocorreu sob cultivo de plantas de
cobertura, chegando a 66% a mais no cultivo do sorgo do que no pousio/escarificacao.
As alteracBes nos atributos quimicos e bioldgicos do solo pelos sistemas de sucessao
de culturas influenciaram na composicao e abundancia das bactérias solubilizadoras
de P. Com o cultivo de plantas de cobertura, quanto maior os teores de Pi labil e Po

moderadamente labil, maior a abundancia das bactérias solubilizadoras de P.

Palavras-chave: Plantas de cobertura. Comunidade bacteriana. Solubilizac&o de P.
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Bacterial diversity and soil phosphorus availability in crop succession systems

Abstract

Soil microbiota is of fundamental importance for phosphorus cycling. The increase and
diversification of microbial biomass in agricultural systems is influenced by use of cover
crops. The objective of this work was to evaluate the effect of long-term crop
succession systems on chemical attributes and soil phosphorus availability, in addition
to biological attributes and soil bacterial diversity. The research was carried out during
the cycles of 2016/2017 and 2017/2018, in the Typic Rhodudalf, whose treatments
have been installed and maintained since 2003, in Botucatu-SP. The experimental
design was a randomized block design with four replications, and the plots consisted
of spring crops: pearl millet, forage sorghum, sunn hemp and besides of an area fallow.
Soil chemical attributes, after 14 years of succession of crops under no-tillage system,
were modified by crop rotation, where the highest calcium values (67 mmolc dm-3),
base saturation (72%), and nitrogen (1.83 g kg!) were favored by crotalaria cultivation,
resulting in increased pH and higher phosphorus concentration. The cover crops
promoted an average increase in soil microbial biomass carbon (Cmic) concentrations
of 150% compared to fallow. Crop rotation systems influence soil microbiological
activity, especially in crotalaria. The highest activity of the enzyme dehydrogenase
occurred in the cover crops, sorghum being 66% higher than fallow. Changes in soil
chemical and biological attributes by crop succession systems influenced the
composition and abundance of P solubilizing bacteria. With the cultivation of cover
crops, the higher the levels of labile Pi and moderately labile Po, the greater the

abundance of P solubilizing bacteria.
Keywords: Cover crops. Bacterial community. Solubilization of P.
2.1 Introducéo
Ao longo de milhdes de anos, 0s microrganismos adaptaram-se as
transformacdes ocorridas nos ecossistemas formando comunidades microbianas,

chamadas de microbiomas, presentes nos animais, plantas, agua e solo (FOO et al.,
2017).
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No solo, os microbiomas desempenham fungbes importantes no funcionamento
do ecossistema, como ciclagem de nutrientes e carbono. Desta forma, a maior
abundancia, atividade e composicdo microbiana determinam a produtividade e a
estabilidade do sistema (BUNEMANN et al., 2006; van der HEIJDEN et al., 2008;
BROPHY et al., 2017). Contudo, o manejo do solo geralmente interfere nos processos
biolégicos, em que as praticas agricolas, como mecanizacao, baixo aporte de carbono
e menor diversidade de plantas nos sistemas de producdo, reduzem a biomassa
microbiana composta pelos reinos archaea, bactéria, fungos e protista (McDANIEL et
al., 2013). Esses microrganismos s&o importantes para a fertiidade do solo,
contribuindo para a disponibilidade de nutrientes e, consequentemente, para a
nutricdo das plantas por meio da decomposicdo da matéria organica e renovacgao
microbiana do solo (BENDER et al., 2016).

Uma das formas de impedir o declinio da biodiversidade microbiana é o cultivo de
plantas de cobertura na entressafra, que séo capazes de moldar a microbiota do solo
associada a raiz, atraindo os microrganismos por meio dos exsudatos radiculares.
Além disso, a maior diversidade de plantas traz beneficios gerais para o sistema de
producéo agricola promovendo maior resiliéncia (SMALLA et al., 2001; VUKICEVICH
et al., 2016).

A comunidade microbiana do solo € importante na dinamica de fosforo (P) do solo
(RICHARDSON; SIMPSON, 2011), pois embora a biomassa microbiana contenha
apenas 0,4-2,5% do total de P nos solos cultivados, ela pode desempenhar um papel
fundamental na solubilizacdo de P no solo (OBERSON; JONER 2005). Entre os
microrganismos do solo, as bactérias solubilizadoras de P podem representar até 50%
da biomassa microbiana (GYANESHWAR et al., 2002).

A acdo das bactérias na solubilizacdo de P é um fator importante em solos
agricolas uma vez que grande parte do P esta presente em formas insolaveis, ou seja,
ndo disponivel as plantas. Dessa forma, essas bactérias tém a capacidade de
aumentar os teores de P que beneficiam a nutricdo de plantas, mineralizando as
formas organicas recalcitrantes e solubilizando as inorgéanicas insoluveis ligadas a
fosfatos de Ca, Fe e Al (SCHWOPPE et al., 2003; RICHARDSON; SIMPSON, 2011).

De maneira geral, o solo é um ambiente caracterizado pela oligotrofia, baixa
disponibilidade de nutrientes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A disponibilidade limitada
de P no solo favorece a ocorréncia de microrganismos oligotréficos, como as bactérias
do filo Acidobacteria (BERGKEMPER et al., 2016). As bactérias copiotréficas séo
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caracterizados por ter maior ocorréncia em ambientes com alto teor de nutrientes,
como as bactérias do filo Actinobactérias (LEFF et al. 2015; HO et al., 2017).

Algumas bactérias do filo Actinobacteria, como as do género Streptomyces sp. e
Micromonospora sp., solubilizam o P por meio da liberacdo acidos organicos (citrato,
formiato, succinato, lactato, malato), mobilizando o Pi das superficies de 6xidos na
troca de ligantes ou na sua dissolucdo de fosfatos (Ca, Fe e Al) liberando o P
adsorvido (FILIUS et al., 1997; HOBERG et al., 2005; HAMDALI et al., 2008). O filo
das Proteobacteria dominam entre as bactérias solubilizadores de fosfato de calcio
por meio da liberacdo de acidos organicos (YANG et al., 2012), sendo representados
pelos géneros Azospirillum sp., Bradyrhizobium sp., Burkholderia sp., Enterobacter
sp., Mesorhizobium sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp. e Sphingomonas sp.
(OLIVEIRA et al., 2009; MIDEKSSA et al., 2016; VARGAS et al., 2017). Enquanto, o
filo Firmicutes, representado pelos géneros Bacillus sp. e Paenibacillus sp., tem maior
eficiéncia na solubilizacéo de P por meio da liberacdo de acidos organicos e fosfatase
acida (AHMAD et al., 2018; LI et al., 2019). A atividade da fosfatase acida proporciona
a mineralizacdo bioquimica do Po de moléculas organicas sem a degradacédo do
carbono (NANNIPIERI et al., 2011).

Em geral, o aumento da solubilizacdo de P pelas bactérias pode estar associado
a reducédo do pH, como ocorre nos géneros Actinomadura sp. e Arthrobacter sp. do
filo Actinobacteria e no género Flavobacterium sp. do filo Bacteroidetes. Essa
alteracao idnica promovida pelas bactérias ocorre devido a liberacdo de agentes
complexantes, polimeros extracelulares, acidos inorganicos e H*, este ultimo por meio
da assimilacdo do NH4* (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; CHEN et al., 2006; PUENTE
et al. 2004; RODRIGUEZ et al., 2006; LIDBURY et al., 2019; NAFIS et al., 2019). Além
disso, existem bactérias que pela atividade da enzima desidrogenase na solubilizac&o
de P, em que produzem o &cido glucbénico na oxidacdo da glicose, que solubiliza
fosfatos inorganicos (SULEMAN et al., 2018).

Os solos brasileiros sob cultivo agricola contém grandes reservas de P
provenientes da aplicacdo de adubacdes além da necessidade das culturas, que séao
realizadas para reduzir o impacto da imobilizacdo do P inorganico em 6éxidos e
hidréxidos de Fe e Al em solos altamente intemperizados (RODRIGUEZ; FRAGA,
1999; WITHERS et al., 2018). Atualmente, um nimero consideravel de pesquisas tém
sido desenvolvidas para encontrar solugbes de acesso a essa reserva de P, que pode

atender & demanda da safra brasileira por muitos anos e, assim, auxiliar na reducao
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das taxas de adubacdo fosfatada (OLIVEIRA et al.,, 2009; YANG et al.,, 2012;
ALMEIDA et al., 2018; WITHERS et al., 2018; ARRUDA et al., 2019; LI et al., 2019;
SCRASE et al., 2019).

Diante disso, as andlises microbioldgicas do solo permitem investigar sobre as
funcdes das comunidades microbianas na nutricdo de plantas. As abordagens de
sequenciamento profundo (também conhecidas como sequenciamento de nova
geracdo — NGS) sédo usados para avaliar a diversidade microbiana em ambientes
complexos, como o0 solo (RINCON-FLOREZ et al., 2013). A analise envolve a
classificacdo taxondmica (unidade operacional taxonémica - OTU) dos
microrganismos. Estudos baseados em NGS possibilitam observar as alteracdes da
diversidade das comunidades bacterianas do solo em funcédo dos sistemas de manejo
agricola (DE MANDAL et al., 2015).

Dessa forma, a microbiota do solo é de fundamental importancia para a ciclagem
de P (CARDOSO; ANDREOTE, 2016), aliado ao cultivo de plantas de cobertura em
sistemas agricolas, que promove o0 aumento e a diversificacdo da biomassa
microbiana, principalmente as da familia Fabaceae e Poaceae, que podem mobilizar
o P adsorvido para a cultura subsequente, melhorando, em geral, a ciclagem de
nutrientes (ISBELL et al., 2017; HALLAMA et al., 2019; KAFLE et al., 2019). Assim,
aventa-se a hipotese que a microbiota do solo pode ser modificada de acordo com o
cultivo de plantas de cobertura, levando a alteracdo dos atributos quimicos e
biologicos do solo e disponibilidade de P do solo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia dos sistemas de sucesséo de culturas de longa duracao sobre os atributos
guimicos e disponibilidade de fésforo do solo, além dos atributos bioldgicos e

diversidade bacteriana do solo.

2.2 Material e Métodos

No presente estudo foram realizadas avaliacdes de fertilidade e microbiolégicas
do solo e avaliagcBes moleculares das comunidades bacterianas presentes no solo dos
sistemas de sucessdo de cultura. Dessa forma, foi utilizada a mesma area
experimental, historico e rotagbes de cultura, época de conducdo, delineamento
experimental e tratamentos do estudo do capitulo 1. Os dados das diferentes fracdes
de fosforo do capitulo anterior foram correlacionados com os dados moleculares do

presente capitulo.
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O delineamento experimental utilizado em ambos os capitulos foi o de blocos
casualizados com quatro repeticdes. Dessa forma, sao consideradas parcelas os
cultivos de primavera (milheto, crotaléria, sorgo forrageiro e pousio/escarificacao).

Cada parcela experimental foi demarcada com uma area util de 40 m2 (5 x 8 m).
No cultivo do triticale instalado em toda a area experimental, foram semeadas 29
linhas com um espagamento entrelinhas de 0,17 m em cada parcela. No cultivo das
culturas de primavera foram semeadas 29 linhas de milheto, sorgo e crotalaria com
um espagamento entrelinhas de 0,17 m. A soja foi semeada em todas as parcelas
com um espagamento entrelinhas de 0,45 m, resultando em 11 linhas de semeadura.
Os carreadores entre os blocos e entre as parcelas foram dimensionados com 4 m de
largura. O experimento utilizou uma area total de 736 m? (46 x 16 m).

2.2.1 Coletas e anélises de solo

Antes da semeadura da soja na safra 2017/2018, no més de novembro, foi
realizada a coleta do solo nas linhas e entrelinhas de cultivo na camada de 0-10 cm.
Foram coletadas 4 subamostras de solo por parcela com estrutura deformada por
meio de trados tipo sonda, e acondicionadas em sacos plasticos no interior de caixas
térmicas. As amostras foram levadas ao laboratério, reunidas e divididas em duas
fracOes: uma parte das amostras para analises de amoénio que foram mantidas a 2 °C
em camara fria e a outra foi peneirada em malha de 2 mm, secas ao ar e conservadas
em temperatura ambiente para as determinacfes de fertilidade do solo: pH (CaCly),
fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), acidez potencial
(H+AI**) e saturacdo por bases (V%) (RAIJ et al., 2001), C e N totais e para a analise
de fracionamento do fésforo do solo (descrito no capitulo 1). Também foi separada
uma parte de solo antes da secagem ao ar para as analises microbioldgicas (carbono
microbiano, atividade das enzimas desidrogenase e fosfatase acida).

Para as analises moleculares foram coletadas amostras de solo na camada de 0-
10 cm no mesmo dia da coleta supracitada. A coleta foi realizada com uso de luvas
esterilizadas, com o auxilio de espétulas, as quais foram esterilizadas em hipoclorito
de sodio a 1% por imersao a cada coleta na parcela. Foram retiradas 6 subamostras
em cada parcela, as quais foram homogeneizadas para compor a amostra de cada
parcela. Em seguida, os materiais com o solo foram armazenados em tubos plasticos

de 15 mL, armazenados em refrigeracdo a -20 °C para posterior processamento.
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2.2.2 Avaliacbes

2.2.2.1 Determinagdo de Amonio

O procedimento iniciou-se pesando 5 g de solo Umido em frasco para extracao.
Foi adicionado 50 mL da solugdo KCI 1 mol L no frasco para extracdo contendo o
solo umido, que foi submetido a agitacdo por 60 minutos, e em seguida colocado para
decantar, sendo o sobrenadante filtrado em papel filtro (RAIJ et al., 2001).

Os reagentes para determinacédo do amoénio foram preparados da seguinte forma:
primeiro foi usado 1 g de acido salicilico, 1 g de citrato de sédio tribasico dihidradato
e 0,42 g de hidroxido de sédio em 19 mL de agua deionizada, deixando repousar por
2 h até completa dissolucdo do acido salicilico. O segundo foi adicionado 0,02 g de
nitroprussiato de sodio em 20 mL de agua deionizada. E o terceiro foi adicionado 0,62
mL de hipoclorito de sddio comercial (concentracédo de 4-6%) em 20 mL de agua
deionizada. Os reagentes foram adicionados na ordem descrita, aguardando 30
minutos para iniciar a leitura na absorbancia de 690 nm (MULVANEY, 1996). Essas
determinacdes foram realizadas no Laboratorio de Relacdes Solo-Planta da
FCA/UNESP, Botucatu-SP.

2.2.2.2 Carbono organico e Nitrogénio total

O solo coletado, conforme descrito no item 2.2.1, foi moido em moinho de bolas
e, em seguida, submetido a analise dos teores de C organico total (COT) e N total
(NT) do solo, realizada por meio de analisador elementar automatico (Modelo
TruSpec™ CHNS, da LECO®) (SWIFT,1996), realizadas no Laboratério de Relagdes
Solo-Planta da FCA/UNESP, Botucatu-SP.

2.2.2.3 Andlises microbianas

As analises microbiologicas realizadas foram: carbono da biomassa microbiana
do solo, atividade da enzima desidrogenase e fosfatase acida, respiracdo basal e
guociente metabdlico do solo. Essas analises foram realizadas no Laboratério de
Biologia do Solo da Universidade do Oeste Paulista - Faculdade de Ciéncias Agrarias
(UNOESTE).

O carbono da biomassa microbiana (Cmic) foi determinado pelo método da
fumigacgao-extracdo (VANCE et al., 1987), com modificagdes. O solo coletado foi posto

em estufa a 30 °C por 24 horas e apds esse tempo foi peneirado em malha de 2 mm.
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Em Erlenmeyer com capacidade de 125 mL foram pesadas e dispostas 50 g de cada
amostra, em duplicata. Em ambas foram colocados 3 mL de agua destilada e uma das
duas amostras foi irradiada em micro-ondas por 70 segundos. ApGs 0 processo de
irradiacéo, todas as amostras, até mesmo as ndo-irradiadas receberam 50 mL de
sulfato de potassio (0,5 mol) e foram agitadas por 30 minutos em uma mesa agitadora
orbital. Deixou-se decantar e filtrou-se em papel filtro. Posteriormente retirou-se uma
aliquota de 10 mL da amostra filtrada e acrescentou 2 mL de K>Cr.O7 (0,066 mol L1);
10 mL de H>SOs4; 5 mL de HsPOs e esperou-se esfriar. Em seguida, foram
acrescentadas 3 gotas de solucéo fenil-alanina e realizou-se a titulacdo com sulfato
ferroso amoniacal (0,04). Para a realizagc&o da leitura foram feitas amostras de branco
com todos os reagentes, exceto com a amostra extraida do solo.

O carbono foi calculado a partir da equacgéo 1:

(Vb -Va) x N x 1000 x Vextrator
(Vextrato x massa seca do solo)

C(mgKg™) = (1)

Onde:

C = carbono extraido;

Vb = valor gasto do sulfato ferroso amoniacal (mL), titulado no branco da amostra;
Va = valor gasto do sulfato ferroso amoniacal (mL) na titulacdo da amostra;

N = 0,677 (normalidade exata do sulfato ferroso amoniacal);

Vextrator = 50mL (volume de KsSOg4 utilizado na extragéo);

Vextrato = 10mL (volume de KsSOq utilizado para a analise);

Massa seca do solo = 50 g (peso de solo seco utilizado para extracdo com sulfato

de potéassio).

O carbono foi calculado tanto para a amostra néo irradiada como para a amostra

irradiada e calculou-se posteriormente o Cmic a partir da equacéo 2:

Cl — CNI
. —1 —
Cmic (mg CKg™) ~Xee (2)
Onde:

C,= Carbono da amostra irradiada;
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Cwni = Carbono da amostra néo irradiada;
Kec = coeficiente de carbono extraido apds irradiagdo, onde se adotou 0,21
(FRIGHETTO, 2000).

Os valores de quociente metabdlico (qCO2) foram definidos a partir da relagao
entre arespiracéo e o Cmic, conforme proposto por Anderson e Domsch (1993), sendo
expresso em mg C-CO, g Cmic? h, conforme as equacdes 3 e 4:

Co? = 3

q Cmic )
RM

TRM = — (4)

Onde:

TRM = taxa de respiracdo microbiana (mg C'COz kg * dia?);
Cmic = carbono da biomassa microbiana (mg C kg?);

RM = respiracdo microbiana (mg CCO2 kg?);

d = dias de incubacé&o para a determinacéo da respiracdo microbiana.

O gMIC foi calculado de acordo com Sparling (1992), a partir da equacéao 5:

Cmic

10

Onde:
O gMIC é apresentado em porcentagem (%); Cmic em ug g*; e COT em g kg™.

A respiracdo do solo foi avaliada segundo Alef e Nanipieri (1995), com
modificacdes. Para essa andlise foram pesados 50 g de solo de cada amostra, as
guais foram mantidas dentro de frascos herméticos. Sobre a superficie do solo dentro
de cada frasco foi colocado um becker de 50 mL contendo 40 mL de solu¢céo de NaOH
0,025 mol L. Os frascos ficaram incubados pelo periodo de 96 horas. Para avaliar a
retencdo de CO: na solugdo foi utilizado o método condutimétrico (RODELLA,

SABOYA, 1999), com leituras de condutividade na solugdo de NaOH a cada 24 horas,
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empregando-se um condutivimetro de mesa Modelo O795A7 (Quimis® Aparelhos
Cientificos Ltda). A quantidade de CO: produzida pela respiracdo foi calculada
utilizando-se a equacao definida por Rodella e Saboya (1999) e os resultados foram
expressos em mg de C-CO2 gt h't.

Para a realizacdo da atividade da enzima desidrogenase, seguiu-se 0 método
descrito por Casida et al. (1964), com modificacdes. Para essa andlise foram
adicionados 2 mL da solucdo de TTC (cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazélio) a 1% e 1 mL
de glicose a 0,1% em 5 g de solo de cada amostra em tubos de vidro. O solo foi seco
por 24 horas em estufa a 30 °C e peneirados em peneira de malha 2 mm. Realizou-
se uma homogeneizac¢ao e seguiu para incubacao por 18 horas em estufa a 37 °C no
escuro. Apos o tempo estipulado, foram adicionados 9 mL de metanol em cada
amostra para ocorrer a extracdo do TTC reduzido a trifenil formazan (TTF). Realizou-
se uma filtragem com papel filtro e o liquido coletado foi lido em espectrofotdmetro a
530 nm. Os resultados foram expressos em ug TTF g de solo 24 h,

Para a analise enzimatica da fosfatase acida pesou-se 3x 1g de solo de cada
amostra em tubo de ensaio (um foi o branco e os outros dois as amostras). Adicionou-
se 0,2 mL de Tolueno, em seguida 4 mL de MUB (modified universal buffer) a pH 6,5.
Acrescentou-se 1 mL de PNG (p-Nitrofenil fosfato dissédico exahidratado) diluido em
MUB a pH 6,5 somente nas amostras. Agitou-se, os tubos foram fechados com filme
stretch e foram colocados em banho-maria a 37 °C por uma hora. Apds a incubacéo,
adicionou-se 1 mL de CaCl; 0,5 mol L' e 4 mL de NaOH 0,5 mol L. Agitou-se e as
amostras foram filtradas em papel filtro. Em seguida, procedeu-se com a leitura no
espectrofotometro a 400nm. Para os brancos, foi adicionado 1mL da solucéo de p-
PNP (p-Nitrofenol) apés a adicédo da solucdo de CaCl. 0,5 mol Lt e 4 mL de NaOH
0,5 mol L1, imediatamente antes de filtrar a suspenséo de solo.

Adicionou-se a solugdo de CaCl, para interromper a reacdo e para evitar a
coloracdo marrom causada pela matéria organica. A solucdo de NaOH é para extrair
o p-nitrofenol liberado (TABATABAI; BREMNER, 1969), calculado pela equacéao 6.

CxV

PSS x SW x t (6)

p nitrofenol (mg g tsolo h™!) =

Onde:

C = concentracédo de p-nitrofenol medido (mg mL* de filtrado);
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V = volume da suspenc¢ao do solo em mililitros;
PSS = peso seco de 1 g de solo;

SW = peso do solo usado;

T = tempo de incubacgéao das amostras em hora.

2.2.2.4 Avaliagdo das comunidades bacterianas do solo

A extragdo de DNA a partir das amostras de solo coletadas foram realizadas
utilizando o kit DNeasy® Power Soil® (Qiagen, USA), seguindo as recomendac¢des do
fabricante utilizando como ponto de partida 250 mg de solo.

O DNA extraido foi utilizado como fonte para a preparacdo da biblioteca e
sequenciamento utilizando o protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation (Illumina, USA), segundo especificacdes do fabricante.

A preparacdo da biblioteca consiste na amplificacdo por PCR das regides
variaveis 3 e 4 (V3 e V4) do 16S rDNA, seguido de uma segunda reacdo de PCR para
a indexacdo dos adaptadores. Para a quantificacdo da biblioteca foi utilizado o kit
Qubit dsDNA BR Assay cuja leitura foi realizada no fluorimetro Qubit® 2.0, segundo
recomendacdes do fabricante.

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) foi conduzido utilizando o MiSeq
Reagent kit v2 500 (lllumina, USA) no equipamento MiSeq (lllumina, USA) no
Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu, Faculdade de
Medicina, UNESP.

Os dados gerados no sequenciamento foram transferidos para o BaseSpace e
pré-processados pelo software MiSeq Report, gerando arquivos no formato fastq e
demultiplexados. No software CLC Microbial Genomics Module (Qiagen) do
Laboratério Central Multiusuarios (LACEM) da FCA, foi realizado clusterizacdo das
unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com base no banco de dados SILVA 132
com similaridade de 97% entre as sequéncias. Reads com menos de 0,1% do total de
reads clusterizados com o banco de dados, em cada amostra, ndo foram consideradas

para a analise.

2.2.3 Analise estatistica
Por meio da analise estatistica univariada os dados de fertilidade e biolégicos do

solo foram submetidos a normalidade usando o teste de Kolmogorov — Smirnov. Em
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sequéncia foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (p<0,05) e ao teste
LSD de comparacgdo de médias, no nivel de 5% de probabilidade.

As analises estatisticas multivariadas e de bioinforméatica foram realizadas no
software CLC Microbial Genomics Module (Qiagen), para os parametros de alfa e
beta-diversidade. O primeiro € utilizado nas analises do microbioma do solo para
identificar se cada amostra do estudo € representativa para serem posteriormente
comparadas. Enquanto a segunda estima as diferengas de OTUs entre as amostras
do estudo. Os valores de alfa-diversidade foram calculados pela medida de Shannon.
A andlise de Beta-diversidade foi utilizada para comparar como as amostras
sequenciadas se distanciam umas das outras em relacdo a composicéo da microbiota
bacteriana do solo, diferenciando as OTUs entre as amostras do solo. Foi realizada a
analise de componentes principais (PCoA) utilizando a medida de UniFrac (0,5) para
estimar estas diferencas das OTUs. Para completar os dados de beta-diversidade foi
realizada a analise PERMANOVA (Permutational multivariate analysis of variance)
para comprovacao significativa entre os tratamentos, corrigidos pelo teste de
Boferroni.

Foi realizada a analise do diagrama de Venn para a comparacao da sobreposicao
de genes diferencialmente, por meio do software CLC Microbial Genomics Module
(Qiagen). Somente genes com valor de p<0,05 foram considerados para fins de
diferenciacao.

Em seguida os dados foram submetidos a analise de redundancia (RDA) para
determinar a correlacdo entre a estrutura da comunidade microbiana e as
propriedades quimicas, microbiologicas e fracbes de P do solo. Foi realizada uma
selecdo dos géneros solubilizadores de P mais representativos da comunidade
bacteriana do solo, conforme dispde a literatura (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999;
OLIVEIRA et al., 2009; RICHARDSON et al., 2009; SHARMA et al. 2013; BEHERA et
al., 2017; ALORI et al., 2017; ARIF et al., 2017; HALLAMA et al., 2019). As bactérias
solubilizadoras de P, por meio do sequenciamento do gene 16S rDNA, foram
agrupadas conforme o numero de reads (hiumero de vezes em gue elas aparecem no
sequenciamento) para cada sistema de sucessao.

O teste de permutacdo de Monte Carlo foi aplicado com 1000 permutacdes
aleatdrias para verificar a significancia das propriedades quimicas, microbioldgicas e
fragcbes de P do solo em uma comunidade microbiana. As parcelas de RDA foram

geradas usando Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, Holanda). Foi utilizada a
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PERMANOVA para testar se os sistemas de sucessao de culturas apresentavam o0s

géneros bacterianos significativamente diferentes (ANDERSON, 2001).

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Fertilidade do solo

Os sistemas de sucessdo de culturas ap6s 14 anos de cultivo modificaram a
fertilidade quimica do solo da area em estudo. Apenas os valores de H+Al, K e Mg
nao foram afetados pelos cultivos de plantas de cobertura (Tabela 5).

Tabela 5 - pH, teores de P, K, Ca, Mg e H+Al, V%, teor de N, Amo6nio e carbono organico
total (COT) do solo nas parcelas milheto, sorgo, crotalaria e pousio/escarificacdo, na
camada de 0-10 cm no ano de 2017.

Variaveis MI® SO CR PO ANOVA (P>F)

pH (CaCly) 5,4b 5,4b 5,5a 5,6a 0,0121
P (mg dm?) 220b  237b 257ab 28,3a 0,0500
K (mmol. dm) 2,2 2,0 2,1 1,9 NS
Ca (mmol. dm™) 55b 55b 67a 58b 0,0202
Mg (mmol. dm) 16a 18a 23a 19a NS
H+Al (mmol. dm) 45 45 36 42 NS
V% 62b 63b 72a 65ab 0,0500
N (g kg?) 1,66ab 1,63b 1,83a 1,55b 0,0074
Amonio (mg kg? N) 5,50a 4,90ab 4,23bc 3,63b 0,0192
COT (g kgd) 20,1 20,1 22,2 20,1 NS

Os valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). NS: nao
significativo. @ MI = milheto; SO = sorgo; CR = crotalaria e PO = pousio/escarificacio.

Os sistemas sob cultivo de milheto e sorgo na primavera apresentaram 0sS
menores valores de pH do solo em comparacdo aos demais tratamentos (p<0,05)
(Tabela 5). Os valores de pH para os solos sob cultivo do milheto e sorgo estdo dentro
da faixa considerada como de média acidez, enquanto para a crotalaria e o
pousio/escarificacdo de baixa acidez (RAIJ et al., 1997).

Os teores de Ca e os valores de V% diferiram entre as sucessfes de culturas
(p=<0,05), em que o cultivo da crotalaria apresentou 0os maiores valores entre 0s
sistemas analisados (Tabela 5). Os cultivos do milheto e sorgo reduziram os teores

de Ca do solo e consequentemente reduziram o V%, resultando em valores de pH
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inferiores a crotalaria. Os residuos vegetais de diferentes culturas apresentam efeito
contrastante em relacdo a reducéo da acidez do solo (LOPES et al., 2004).

As Fabaceae, de modo geral, por liberarem acidos organicos em maior velocidade
do que as gramineas no processo de decomposicdo dos residuos, tém maior poder
de adsorcao de H*a esses compostos organicos de baixo peso molecular, resultando
no aumento do pH do solo (FRANCHINI et al.,, 1999; MIYAZAWA et al., 1993;
MIYAZAWA et al., 2002). Outro fator que contribui é que as Fabaceae tropicais nao
acidificam suas rizosferas, devido a assimilacdo de ureideos na fixacdo de N2, que
apresenta pKa alto e assim n&do se dissociam na sua metabolizagao,
consequentemente nao liberam H* no citoplasma das células do xilema. Desta forma,
nao ocorre uma grande retirada de cations do solo para compensacao idnica (BOLAN
et al., 1991). Vale salientar que os sistemas de sucessao de culturas que reduzem o
pH e a concentracdo de Ca e Mg afetam a atividade microbiana do solo e,
consequentemente, a disponibilidade do P (ALVEY et al. 2001; NZIGUHEBA et al.,
2002).

A concentracdo de P extraido por resina no sistema de sucessdo com
pousio/escarificacao foi significativamente maior do que no milheto e no sorgo, porém,
semelhante a crotalaria (Tabela 5). Em solos argilosos com concentracdes
consideradas média a alta de P, o aumento do pH eleva a disponibilidade desse
elemento (VIVIANI et al., 2010). O que pode ser explicado pelo fato de maiores valores
de pH reduzirem as quantidades de cargas positivas do solo, diminuindo a capacidade
adsorcao do fosfato nos 6xidos e hidroxidos de Fe e Al do solo. Outro efeito € a
reducéo da forma H2PO4 (forma preferencialmente adsorvida) em relagdo ao HPO4*
(SCHWERTMANN; CORNELL, 2000; NOVAIS et al., 2007). Vale ressaltar que 0s
teores de P, K, Ca e Mg e os valores de V% encontrados no presente estudo estao
dentro da faixa considerada média, ndo sendo limitantes para o desenvolvimento das
plantas (RAIJ et al.,1997).

O cultivo da crotalaria apresentou o maior teor de nitrogénio total (N) do solo em
relacédo ao sorgo e pousio/escarificacdo (Tabela 5). O maior aporte de N pela crotalaria
deve-se pela capacidade dessa cultura em realizar a fixacdo biolégica do N
atmosférico (N2) no solo e pela relacdo C/N inferior em comparagdo as Poaceae
cultivadas na primavera, contribuindo para a decomposi¢do mais rapida dos residuos
culturais (TRINSOUTROT et al., 2000; SHEKINAH; STUTE, 2018).
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Rigon (2017), estudando a qualidade da matéria organica na mesma éarea de
estudo que o presente trabalho, verificou que o teor e 0 acumulo de N nos residuos
culturais da crotalaria chegaram a ser 30% superior em relagdo ao milheto e o sorgo.
O aporte sequencial dos residuos culturais de crotaléaria ao longo dos 14 anos de
conducéo do experimento contribuiu para aumentar a concentragcdo de N no cultivo
da crotalaria. O maior teor de N no solo aumenta a taxa de mineralizagéo das formas
de Po, pelo fato do N permitir o aumento da atividade de microrganismos responsaveis
por essa mineralizacdo, ja que o N serd fundamental na sintese de enzimas como
fosfatase e desidrogenase que atuam nessa conversdo das formas de Po
(GUIGNARD et al., 2017; SHAH et al., 2017).

Porém, na area cultivada com crotalaria, mesmo apresentando maiores valores
de N, ndo se observou o0 mesmo comportamento em relagdo a concentracdo de
amonio, sendo significativamente inferior ao cultivo do milheto, contudo semelhante
ao sorgo e pousio/escarificacdo. A maior concentracdo de NH4* sob cultivo do milheto
e sorgo deve-se a reducédo da atividade nitrificante do solo (SUBBARAO et al., 2006),
ou seja, uma forma de conservar o N do solo ja que o sorgo e 0 milheto nao fixam N
no solo como a crotalaria. Estudos demonstram que as raizes do sorgo e milheto
apresentam substancias inibidoras da nitrificacdo, porém esse mecanismo nao limita
a disponibilidade de N para o desenvolvimento de plantas e atividade microbiana
(SUBBARADO et al., 2007). A inibicdo biolégica da nitrificacdo favorece o aumento da
disponibilidade de P para as plantas, pois quando o NH4* é absorvido, o H* é liberado
pelas raizes das plantas ocasionando a acidificacdo da rizosfera resultando na
dissolucdo de fosfatos aumentando o suprimento de P para as plantas
(MARSCHNER, 1995). Nas leguminosas fixadoras de N, em geral, ndo sao
encontradas substancias inibidoras da nitrificacdo como ocorre no sorgo e milheto
(SUBBARAO et al., 2007).

Os sistemas de sucessdao de culturas nao diferiram significativamente nos teores
de carbono organico total (COT) do solo (Tabela 5). O mesmo comportamento foi
verificado por Rigon (2017), na mesma area em estudo, em que os cultivos de
primavera obtiveram teores de 20,4 a 22,6 g kg de COT, semelhantes a este
trabalho. A manutencédo dos teores de COT é importante na dindmica do P, visto que
0 aumento da sua concentracdo € correlacionado positivamente com as formas de P
organico labil e moderadamente labil, assim como o P inorganico labil devido que em

parte é derivado da decomposi¢cdo da matéria organica (WANG et al., 2006; HOU et
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al., 2014). Dessa forma, o acumulo de COT no solo possibilita 0 aumento da biomassa
microbiana e consequentemente a producdo de enzimas como desidrogenase e
fosfatase acida envolvidas na solubilizacao de P (ALLISON; VITOUSEK, 2005).

2.3.2 Biomassa microbiana e atividade enzimética do solo

A biomassa microbiana e a atividade enzimatica do solo foram influenciadas pelos
sistemas de sucessao de cultura, exceto para a variavel respiracdo do solo, que néao
diferiu significativamente (Tabela 6).

O cultivo de plantas de cobertura na primavera promoveu as maiores
concentragdes de Cmic do solo em relagéo ao pousio/escarificagdo, chegando a um
aumento médio de 150% (Tabela 6). Manejos do solo que proporcionam maiores
teores de Cmic possuem maior capacidade para estocar e ciclar nutrientes

provenientes dos residuos culturais dos cultivos em sucessao (STENBERG, 1999).

Tabela 6 — Carbono microbiano (Cmic), quociente metabdlico (qCO.), quociente
microbiano (gMIC), Nitrogénio microbiano (Nmic), Respiracdo basal do solo (RBS),
desidrogenase e fosfatase acida do solo nas parcelas milheto, sorgo, crotalaria e
pousio/escarificacdo, na camada de 0-10 cm no ano de 2017.

Variaveis MI® SO CR PO A(lggl\:/)A

Cmic (mg C kg?) 305,53a 338,42a 347,43a 132,36b <0,0001
gCO2(mg C-CO2g Cmic?t h?) 0,36b 0,34b 0,30b 0,70a 0,0021
gMIC (%) 1,54a 1,69a 1,38a 0,65b 0,0018
RBS (mg C-CO2 gt h?) 0,11 0,11 0,09 0,09 NS
Desidrogenase (ug TTF g* 24 h?) 2,92ab 2,88b 3,76a 1,73c 0,0033
Fosfatase acida (mg pNP g* ht) 183,73ab 186,30a 162,93b 188,78a 0,0500

Os valores seguidos por letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste LSD (p<0,05). NS: n&o
significativo. @ MI = milheto; SO = sorgo; CR = crotalaria e PO = pousio/escarificacio.

O sistema de sucessao com pousio/escarificacdo, pela auséncia de producédo de
fitomassa durante a primavera, resulta na menor protecdo do solo, ocasionando
menor umidade e temperaturas mais altas em relacdo aos tratamentos sob cultivos
de plantas de cobertura, e consequentemente a reducédo do Cmic do solo e a ciclagem
de nutrientes (CARNEIRO et al., 2008; ZHAO et al., 2019). Como o COT nao obteve
diferenca significativa entre os sistemas de sucessao (Tabela 5), a maior cobertura
vegetal nos sistemas de sucessao sob cultivo de plantas de cobertura aumenta a
biomassa microbiana (GUIMARAES et al., 2017). Isso ocorre por meio da liberagéo

de exsudatos radiculares organicos soluveis, como aminoacidos, acidos organicos,
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carboidratos e enzimas que estimulam o desenvolvimento da microbiota do solo
(PEREZ et al., 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Levando em consideracéo que a
area de pousio/escarificacdo a cada trés anos passa por uma escarificacdo, esse
efeito pode contribuir para a reducdo da biomassa microbiana. Esse mesmo
comportamento foi observado por Bettio e Araujo (2016), em que 0 manejo com
escarificador resultou em desequilibrio microbiano no solo.

A auséncia de plantas de cobertura no pousio/escarificacdo influenciou no maior
gCO2e menor gMIC (p=<0,05) em comparacao aos sistemas de sucessao com plantas
de cobertura (Tabela 6). O maior qCO, no pousio/escarificacdo é um indicador de
maior desequilibrio da microbiota do solo e reflete o nivel do distirbio ocasionado pelo
manejo do solo (SANTOS et al., 2006). Além disso, a escarificacdo realizada no
pousio/escarificacdo pode reduzir a estabilidade de agregados do solo, onde os
microrganismos ficam protegidos em condi¢cdes adversas, o que também ocorre na
auséncia de plantas de cobertura na primavera pela exposicdo da radiacéo solar e
consequentemente aumento da temperatura do solo, tornando a comunidade
microbiana instavel (BALOTA et al., 1998). Com as menores concentra¢des de qCO:
sob os cultivos de plantas de cobertura, menos carbono dos residuos culturais foi
utilizado para o metabolismo energético (respiracdo da microbiota) e mais foi
incorporado aos tecidos microbianos (TOTOLA; CHAER, 2002; CUNHA et al., 2011).

O menor gMIC no pousio/escarificacdo (abaixo de 1%) indica menor capacidade
de assimilacdo do carbono pela biomassa microbiana (Tabela 6) (WARDLE, 1994).
Sparling (1992) sugere que o intervalo de gMIC de 1 a 5% em solos nao limita a
utilizacdo do carbono. Dessa forma, ocorre menor incorporacédo do COT na biomassa
microbiana no sistema do pousio/escarificacdo (DADALTO et al., 2015). Assim, 0s
manejos com cultivo de plantas de cobertura indicam uma condi¢do mais favoravel ao
aumento do Cmic, que reflete em maior capacidade de imobilizacdo temporéria de
nutrientes, entre eles o P. Com a lise das células da microbiota apés a renovacéo da
biomassa microbiana, decorrente de variacdes climaticas, ciclo de vida e manejo do
solo, o P retorna ao solo representando um dos processos importantes na dinamica
do nutriente do solo (BUCHANAN; KING, 1992; OBERSON; JONER 2005).

A atividade potencial dos microrganismos do solo analisadas por meio das
enzimas fosfatase acida e desidrogenase do solo apresentaram comportamento
diferente para os sistemas de sucessdo (Tabela 6). A atividade da enzima

desidrogenase no solo sob os cultivos de plantas de cobertura diferiram
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significativamente em relagéo ao pousio/escarificagédo. A diferenga da atividade chega
a 66% em relacdo ao cultivo do sorgo e 117% ao cultivo da crotaléria. A superioridade
da atividade da enzima desidrogenase nos cultivos de plantas de cobertura de
primavera denota maior capacidade do solo em manter a atividade biolégica
necessaria para a fertilidade e sustentabilidade do sistema (BALOTA et al., 2013), o
gue leva a uma maior quantidade de matéria organica a ser decomposta (CERRI et
al.,1992). A degradacéo da lignina é o principal processo oxidativo catalisado pela
enzima desidrogenase, importante para a decomposicao de residuos vegetais que
apresentam alto teor de lignina e, consequentemente, maior liberacédo de nutrientes
(BURNS et al., 2013).

Rigon et al. (2018) verificaram que a crotalaria mostrou maior concentragao de
lignina em relacéo ao milheto e sorgo na mesma area do presente estudo, o que pode
explicar a maior atividade da enzima sob esse cultivo em comparacdo ao sorgo e
pousio/escarificacdo. Aliado a capacidade degradacéo da lignina, a maior liberacéao
dessa enzima por meio das bactérias potencializa a oxidacdo da glicose a acido
glucénico, ocasionando reducdo no pH no ambiente extracelular e,
consequentemente, a solubilizacdo do fosfato (GYANESHWAR et al., 1999; SONG et
al., 2008).

A atividade da fosfatase acida no cultivo da crotalaria foi diferente (p<0,05) nos
sistemas de sucessdo com sorgo e pousio/escarificacdo (Tabela 6). A reducdo da
atividade da fosfatase acida no solo sob o cultivo da crotalaria resulta em menor
mineralizacdo bioguimica do P organico (sem consumo do carbono da matéria
organica) por meio dessa enzima (NANNIPIERI et al., 2011). Essa menor atividade da
fosfatase acida no solo sob cultivo da crotalaria, em relacdo aos demais sistemas de
sucessdo de culturas, pode estar relacionado com a composicdo diferente das
comunidades microbianas do solo (WALDROP et al., 2000). Marklein e Houlton (2012)
verificaram reducdo da atividade da fosfatase acida no solo em diferentes
ecossistemas quando ocorre maior entrada de N e P no sistema, comportamento
semelhante quando ocorre apenas a adicao de P.

Como o cultivo da crotalaria apresentou maior teor de N e P em relacéo ao sorgo,
pode-se elencar como outro fator de reducdo da fosfatase &cida no solo, além da
diferente composicado da comunidade microbiana na menor concentragao da enzima
fosfatase &cida. Nahas (2002) analisou a influéncia de diferentes manejos na

comunidade de microrganismos produtores de fosfatase 4cida, em que esperava que
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o cultivo da mucuna que fixa N> atmosférico (semelhante a crotaléria) apresentasse
maior diversidade de microrganismos, mas o que observou foi uma reducdo das
populacBes de bactérias produtoras de fosfatase &cida quando comparado com
Urochloa e pousio/escarificagdo. Dessa forma, pode-se inferir que a microbiota do solo
sob cultivo da crotalaria possui maior atividade de solubilizacdo de P por meio da
enzima desidrogenase, enquanto nos cultivos sob Poaceae observa-se maior

atividade da enzima fosfatase acida.

2.3.3 Diversidade microbiana do solo sob cultivo de plantas de cobertura por
inferéncia do gene 16S rDNA

A alfa-diversidade, que permite quantificar a riqueza da microbiota do solo, ou
seja, a diversidade de microrganismos sequenciados (KUCZYNSKI et al., 2010),
analisa 0 niumero de unidades taxondmicas operacionais (OTUs) em funcdo do
namero de vezes que elas aparecem (n° de reads) em uma amostra (MORGAN;
HUTTENHOWER, 2012). Desta forma, foi verificado no presente estudo que a riqueza
bacteriana entre os tratamentos foi semelhante, ou seja, o cultivo de plantas de
cobertura nédo alterou a alfa-diversidade bacteriana do solo (Figura 7). Esse resultado
pode ser explicado pelo fato dos tratamentos terem sido implantados sob as mesmas

caracteristicas edafoclimaticas.

Figura 7 — Alteracdo da alfa-diversidade da comunidade bacteriana do solo nas parcelas
milheto, sorgo, crotalaria e pousio/escarificacdo. A diversidade foi quantificada pelo
indice de Shannon (H’) com base nas OTUs encontradas a 97% de similaridade.
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Enquanto a alfa-diversidade indica similaridade na riqueza bacteriana do solo
entre 0os sistemas de manejos, a beta-diversidade, por meio de componentes
principais (PCoA) e pela distancia métrica de UniFrac, possibilitou agrupar as
amostras que compartilham da mesma comunidade bacteriana (LOZUPONE et al.,
2011). A andlise de PCoa explicou 65% da variacéo total da comunidade bacteriana,
permitindo observar agrupamentos distintos das OTUs da crotalaria em relacdo aos
demais tratamentos (Figura 8). Contudo, as OTUs do cultivo do sorgo e
pousio/escarificagcdo possuem semelhanca, ou seja, compartiham em partes as
mesmas bactérias. Porém, o milheto e o pousio/escarificacdo se distanciam em
relacdo a essa caracteristica. O resultado indica a clusterizacao das amostras que, no

geral, ndo distanciaram em grandes proporgoes.

Figura 8 — Andlise de coordenadas principais (PCoA) revelando diferenciacdes entre as
comunidades bacterianas do solo nas parcelas milheto, sorgo, crotalaria e
pousio/escarificacdo. Dados baseados na distancia métrica de UniFrac.
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A analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) mede o
tamanho e a significAncia da beta-diversidade bacteriana do solo, revelando diferenca
nos perfis de 100% de abundéancia das OTUs entre os sistemas de cultivos, com base
na maior quantidade de reads das amostras (JARUSEVICIUS, 2018). Por meio dessa

analise foram comparados dois sistemas de cultivo por vez. A distancia métrica de
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UniFrac € usada para verificar se as linhagens filogenéticas entre os tratamentos séo
significativamente diferentes (HAMADY et al., 2010; LOZUPONE et al., 2011). De
acordo com essa andlise, houve diferenca significativa entre os sistemas de cultivo,
confirmando a hipétese de que as plantas de cobertura diferem em diversidade
bacteriana do solo (Tabela 7). Porém, ndo houve diferenca significativa da
composi¢cdo bacteriana do solo entre os sistemas de cultivo com sorgo e
pousio/escarificacdo. Essas diferenciagbes das OTUs sdo decorrentes das
modificacdes das propriedades quimicas e microbiolégicas do solo promovidas pelas
plantas de cobertura, conforme discutido anteriormente (Tabelas 5 e 6).

Tabela 7 - Beta-diversidade da comunidade bacteriana do solo pela andlise
PERMANOVA nas parcelas milheto (MI), sorgo (SO), crotalaria (CR) e
pousio/escarificacdo (PO).

Grupo 1 Grupo 2 UniFrac (p50,05)
p-value*
Milheto Pousio/escarificacdo 0,04762
Milheto Sorgo 0,04762
Crotalaria Milheto 0,04762
Crotalaria Pousio/escarificacdo 0,04762
Crotalaria Sorgo 0,04762
Pousio/escarificacéo Sorgo 0,2381

*Dados corrigidos pelo teste de Boferroni.

A estrutura da comunidade bacteriana do solo pela abundancia combinada, ou
seja, a soma de todas as reads de OTUs classificadas com abundéancia relativa maior
gue 1% foram divididas no nivel de filo entre os sistemas sucessédo de plantas de
cobertura em 11 filos, a saber: Acidobactéria, Actinobactéria, Armatimonadetes,
Bacteroidetes, Choloroflexi, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes,
Proteobactéria e Verrucomicrobia (Figura 9). Os filos mais abundantes entre os
sistemas de sucessao foram Acidobactéria, Actinobactéria e Proteobactéria. Schmidt
et al. (2018), estudando a influéncia do cultivo de 15 anos de plantas de cobertura
(triticale, centeio e ervilhaca, fava e rabanete) e sistemas de preparo do solo (sistema
de semeadura direta e convencional), verificaram que os filos bacterianos dominantes
no solo foram as Actinobactérias (27%), Acidobactérias (12%) e Proteobactérias
(18%), semelhante ao tempo de conducéo e os dados encontrados neste trabalho.

O cultivo do sorgo apresentou a maior abundancia relativa do filo Acidobactéria

(30%), enquanto o milheto apresentou maior abundancia para os filos Actinobactéria
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(27%) e Proteobactéria (17%) (Figura 9). As bactérias pertencentes aos filos
Acidobacteria e Proteobacteria sédo adaptadas para sobreviver com uma taxa de
crescimento mais lenta quando os recursos sdo limitados ou consistem em matéria
organica mais complexa e recalcitrante (BERNARD et al., 2007; BASTIAN et al.,
2009). As bactérias tém preferéncias diferenciadas no seu desenvolvimento no solo,
como, por exemplo, as Actinobactérias sdo predominantes no interior dos
microagregados do solo e sdo importantes no processo de decomposicdo dos
residuos culturais; enquanto as Acidobactérias sdo associadas as particulas de silte
e argila do solo e associadas a solos com baixa taxa de mineralizacdo do COT,; ja as
Proteobactérias predominam em particulas maiores, como areia, e nesse filo inclui-se
a maioria das bactérias responsaveis pela fixacdo de N2> no solo . Dessa forma, a
diferenciacao da predominéancia bacteriana no solo pode definir funcdes ecolbgicas
inerentes para cada filo (LAMBAIS et al., 2005; FIERER et al., 2007; KOPECKY et al.
2011; WANG et al., 2015).

Figura9 - Abundanciatotal defilos bacterianos do solo nas parcelas milheto (Ml), sorgo
(SO), crotalaria (CR) e pousio/escarificacao (PO).
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Os cultivos do sorgo e milheto tiveram menor abundancia do filo Nitrospirae em
relacdo a crotalaria e pousio/escarificacdo. A maior abundancia do filo Nitrospirae
ocorreu no solo da crotalaria onde se obteve maior concentragdo de N (Tabela 5),
denotando que esta comunidade é mais adaptada a essas condi¢des (CARBONETTO
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et al., 2014), tendo em vista que o filo Nitrospirae € representante acidofilico capaz de
fixar N gasoso (TYSON et al.,, 2005). Em relagdo ao pousio/escarificacdo, a alta
abundancia do filo Nitrospirae deve-se ao pH do solo mais elevado nesse sistema de
manejo em relag&o aos cultivos de milheto e sorgo, o que de acordo com a literatura
(ORR et al., 2011) favorece a sobrevivéncia desses microrganismos.

O filo Gemmatimonadetes teve maior ocorréncia no tratamento do
pousio/escarificacdo em relacdo aos demais tratamentos (Figura 9). As bactérias
pertencentes a esse filo apresentam caracteristicas oligotréficas, ou seja, tém
preferéncia por ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes. Estudos
comprovam que ocorre aumento dessa comunidade quando ocorre reducao do N do
solo (CEDERLUND et al.,, 2014). Na época da primavera, o tratamento do
pousio/escarificagcdo permanece com auséncia de plantas de cobertura, ficando
exposto a radiacdo solar e aumentando a evaporacao da agua, podendo apresentar,
desta forma, menor umidade do solo em relacdo aos demais tratamentos. Esse fator
pode ter contribuido para o predominio desta comunidade no pousio/escarificacao,
tendo em vista que é influenciada por solos mais secos (YAO et al., 2017).

O filo Firmicutes que é representado pelas bactérias do género Bacillus sp.
apresentou frequéncia relativa menor que 1% no solo, ndo sendo apresentado no
presente estudo. Pois, normalmente, solos bem fertilizados com P e alto teor de
matéria organica reduzem a presenca deste filo e aumenta a predominancia do filo
Proteobactéria representado pelas bactérias do género Pseudomonas sp.,
Burkholderia sp. e Sphigomonas sp. (SPOHN et al., 2015).

Por meio do diagrama de Veen € possivel observar as OTUs compartilhadas entre
os sistemas de sucessdo de cultura (Figura 10). Apesar dos sistemas de cultivo
apresentarem a mesma riqueza bacteriana, as estruturas destas comunidades
mudam para cada sistema. Das 210 OTUs compartilhadas entre os sistemas de
sucessao do sorgo e pousio/escarificacdo, 84 delas ocorrem somente entre esses dois
sistemas e 49 sdo compartilhadas entre os demais tratamentos. Os cultivos do
millheto, sorgo e pousio/escarificacdo apresentam comportamento semelhante em
relacdo ao compartilhamento de OTUs, enquanto o cultivo da crotalaria apresenta
menor compartilhamento de OTUs, com 26 e 28 OTUs compartilhadas com sorgo e
milheto, respectivamente. Dessa forma, o cultivo da crotalaria apresenta uma
estrutura de comunidade bacteriana com menor similaridade em relagdo aos demais

tratamentos.
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Figura 10 — Diagrama de Venn representando o numero de OTUs da comunidade
bacteriana do solo nas parcelas milheto, sorgo, crotaléria e pousio/escarificagao.
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Os géneros solubilizadores de P que obtiveram maior quantidade de reads
designadas em ordem decrescente foram Sphingomonas sp., Micromonospora sp.,
Bradyrhizobium sp., Streptomyces sp. e Arthrobacter sp. (Figura 11).

De modo geral, o cultivo do sorgo apresentou maior quantidade de reads de
bactérias solubilizadoras de P, em que se destacaram nesse tratamento 0os géneros
Sphingomonas sp., Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp., apresentando 500, 249 e
235 numeros de reads, respectivamente (Figura 11). Asaf et al. (2018) identificaram
por meio do sequenciamento do género Sphingomonas sp. 0 gene responsavel pela
producdo da enzima desidrogenase, apresentando, dessa forma, capacidade de
solubilizar P no solo. Outro mecanismo que as Sphigomonas sp. podem auxiliar no
aumento da disponibilidade de P é com a liberacdo de exopolissacarideos que
resultam no aumento do pH e consequentemente na precipitacéo do Al, auxiliando na
reducdo da adsorcao de P, e pela maior producéo de fosfatase alcalina do que &cida,
tendo em vista que a fosfatase alcalina tem maior atividade com o aumento do pH
(PANHWAR et al., 2014; SUKWEENADHI et al.,, 2015). Os Streptomyces sp.
produzem a enzima fitase que mineraliza o fitato do solo, que € a forma de P organico
de alta reatividade mais predominante no solo, motivo pelo qual sdo adsorvidas aos
coloides do solo (JOG et al., 2014). O Pi é o metabdlito mais abundante nas células
de Bradyrhizobium sp., essa imobilizacdo de P na biomassa dos microrganismos é
uma forma de proteger o P da adsor¢éo no solo (LIU et al., 2018). Vale salientar que

na renovagdo microbiana (lise bacteriana) o P podera ser disponibilizado as plantas
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(BUTTERLY et al., 2009). As bactérias desse género sao utilizadas como inoculantes
em culturas como soja e feijao, e ainda possuem capacidade de solubilizar fosfatos
de célcio e aluminio (MARRA et al., 2011).

Figura 11 — Abundéancia a nivel de género da comunidade bacteriana do solo nas
parcelas milheto (M), sorgo (SO), crotalaria (CR) e pousio/escarificacdo (PO). Dados
baseados nos géneros relatados na literatura como solubilizadores de P.
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O género Micromonospora sp. obteve maior ocorréncia no tratamento do milheto
(Figura 11). Os mecanismos utilizados para a solubilizacdo de P diferem para cada
microrganismo, contudo o género Micromonospora sp. € capaz de solubilizar P de
forma eficiente por meio de acidos organicos (acidos citrico, oxalico, glucénico, malico,
acético e latico), produzindo enzimas fosfatases acidas e alcalinas e na alteracdo do
pH (EL-TARABILY et al., 2008).

O género Arthrobacter sp. obteve maior nUmero de reads no solo sob cultivo da
crotalaria (Figura 11). O género Arthrobacter sp. tem grande potencial de solubilizacéo
de P, atuando por meio da alteracdo do pH e na producao de acidos organicos como
citrico e latico, solubilizando 93% e 23% a mais de P do que os géneros Bacillus sp.
e Serratia sp., respectivamente (CHEN et al., 2006). Os acidos organicos com maior
poder de disponibilizacdo de P s&o o citrico, oxalico, glucbnico, latico e mélico. Por
apresentarem alta reatividade, competem com o P pelos sitios de adsorcdo e pela
troca anionica o P € liberado para a solugdo ou na quelatizacdo de oxihidroxidos de
Fe e Al, reduzindo a capacidade de adsor¢ao do P no solo (GYANESHWAR et al.,
2002; PAVINATO; ROSOLEM, 2008), justificando a importancia da presenca desse

género no solo para a solubilizacdo do P.
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E importante salientar que no sistema de sucessio com o pousio/escarificagéo, 5
dos 15 géneros apresentados como solubilizadores de P nao foram encontrados, 0os
guais sao: Burkholderia sp., Enterobacter sp., Flavobacterium sp., Paenibacillus sp. e
Pantoea sp. A auséncia de plantas de cobertura no cultivo da primavera, associado
ao menor teor de Cmic e gMIC (Tabela 6), que € a capacidade de assimilacdo da
matéria organica, pode ter contribuido com a menor diversidade de géneros nesse

sistema.

2.3.4 Correlagdo dos géneros bacterianos com a fertilidade e biomassa
microbiana do solo

A avaliacdo da estrutura taxondmica das comunidades bacterianas influenciadas
pelos atributos quimicos, microbioldgicos e de fracionamento de P no solo foi realizado
por meio da analise de redundancia (RDA). A anélise de RDA faz correla¢des entre
dados genéticos e ambientais fornecendo informacdes para o entendimento da
adaptacdo da base genética ao local, o que auxilia no planejamento do manejo do
solo nos sistemas de producado agricola (FORESTER et al., 2018). Desse modo, &
possivel determinar quais propriedades ambientais sao significativas na variacao da
estrutura da comunidade bacteriana (RAMETTE, 2007).

Por meio da analise de RDA foram correlacionados os dados dos géneros
solubilizadores de P com os atributos quimicos e microbiol6gicos do solo, que agrupou
os sistemas de sucessdo de forma distinta de acordo com analise PERMANOVA
(F=23,97; P=0,0001). O primeiro e 0 segundo eixos juntos representam 86,1% da
variacao total dos géneros bacterianos estudados (Figura 12A).

No cultivo do milheto, a maior atividade da enzima fosfatase acida (FTA)
determinou a predominancia das bactérias Azospirillum sp., Actinomadura sp.,
Micromonospora sp. e Pantoea sp. Enquanto no manejo do sorgo, as variaveis
ambientais gMIC, Cmic, H+Al e NH4* determinaram a maior abundéancia das bactérias
Bradyhizobium sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., Paenibacillus sp. e
Streptomyces sp. (Tabela 6 e Figura 12A). Os cultivos do milheto e do sorgo, de forma
geral, elevaram a acidez do solo, sendo um fator importante no estabelecimento

dessas bactérias nessas areas.
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Figura 12 — Anédlise de redundancia (RDA) da comunidade bacteriana e propriedades
guimicas e microbioldgicas do solo (A) e entre as fragdes organicas e inorganicas de P
(B) nas parcelas milheto (M), sorgo (SO), crotalaria (CR) e pousio/escarificacdo (PO).
Os géneros foram selecionados como solubilizadores de P baseada no gene 16S rDNA.
As setas azuis indicam 0s géneros. As setas pretas indicam as propriedades quimicas
e microbioldgicas do solo. A significancia dessas correlacfes foi avaliada pelo teste de
permutacdo de Monte Carlo e é indicado pela cor vermelha (p<0,05). As linhas
tracejadas indicam agrupamento significativo pela PERMANOVA (p<0,01).
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A enzima fosfatase acida tem maior atividade em solos &cidos na faixa de pH 5,0,
valor proximo ao encontrado nesses tratamentos (BEHERA et al., 2017). Além disso,
a qualidade da matéria organica utilizada como fonte de energia pelos microrganismos
interfere na producdo da enzima fosfatase acida (BEHERA et al., 2017)

O maior gMIC no cultivo do sorgo em relacéo ao pousio/escarificacéo indica maior
capacidade de assimilacdo da matéria organica pelos microrganismos, indicando que
as bactérias Bradyrhizobium sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., Paenibacillus sp.
e Streptomyces sp. sdo sensiveis ao tipo de carbono presente no solo. Além da
qgualidade da matéria orgéanica e da acidez do solo, o teor de am&nio no solo influencia
na atividade da enzima fosfatase acida e aumento da biomassa microbiana (ABD-
ALLA, 1994; ZHANG et al.,, 2017), determinando a abundancia dos géneros
bacterianos dispostos pela analise de RDA nos cultivos do milheto e sorgo (Figura
12A).

A presenca das bactérias Arthrobacter sp., Flavobacterium sp. e Mesorhizobium
sp. no solo sob o cultivo da crotalaria esta relacionada com o aumento do Ca, Mg, V%,
desidrogenase (DES), COT e N nessa area de cultivo (Tabela 5 e Figura 12A). O
cultivo de longa duracéo da crotalaria na area de estudo possibilitou um ambiente de
menor acidez correlacionado com a maior atividade da enzima desidrogenase. Ao
mesmo tempo pode-se observar que essa condi¢cdo reduziu a atividade da enzima
fosfatase acida (FTA). Ascher et al. (2009) relataram que a medida em que ocorre 0
aumento do pH do solo observa-se uma diminuicdo da atividade da enzima da
fosfatase acida.

A maior concentracdo de Ca no solo promove maior atividade da enzima
desidrogenase e melhoria das propriedades biologicas do solo (LEON et al., 2017).
Em solos agricolas, os teores de Ca e Al sdo as propriedades quimicas do solo mais
importantes na formacédo e na estruturacdo da comunidade microbiana, em que o
aumento das bases do solo proporciona maior diversidade de microrganismos
(MERLOTIl et al., 2019). Zheng et al. (2019), analisando o comportamento dos géneros
solubilizadores de P em relacdo ao pH, observaram maior abundancia do género
Arthrobacter em condicdes do solo préximo a neutralidade; enquanto, as
Streptomyces apresentaram maior predominio em solos mais &cidos. Alteracdes nos
valores de pH promovidas pelas plantas de cobertura podem alterar a estrutura

microbiana do solo (RODRIGUES et al., 2013). Dessa forma, fica evidente que as
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bactérias possuem estratégias diferentes para o seu estabelecimento em cada faixa
de pH.

Os filos das Proteobactéria e Bacteroidetes, onde estdo inseridas as bactérias
Mesorhizobium sp. e Flavobacterium sp. respectivamente, tém sua abundancia
correlacionada com a alta concentragédo de N do solo (LI et al., 2016; ZENG et al.,
2016). Dessa forma, a fixacdo do N. atmosférico pelo cultivo da crotalaria deve ter
favorecido o estabelecimento dessas bactérias nesse sistema de producao.

No pousio/escarificacdo, o aumento do P e do pH com a reducdo do Cmic e do
Qmic determinaram a predominancia das bactérias Bacillus sp. e Pseudomonas sp.
(Tabelas 5 e 6 e Figura 12A). A composicao da comunidade bacteriana € influenciada
pelas propriedades quimicas do solo, obtendo maior diversidade em solos com pH
préximo da neutralidade (FIERER; JACKSON, 2006). Porém, as Pseudomonas sp. e
Bacillus sp. conseguem sobreviver em condigdes ambientais desfavoraveis, como
seca e alta amplitude da temperatura do solo, condicbes que provavelmente
ocorreram na area do pousio/escarificacdo na época da primavera sem cobertura
vegetal (RODRIGUES et al., 2013; RADHAKRISHNAN et al., 2017).

Os valores gerados pela RDA foram submetidos a analise de Monte Carlo
indicando as variaveis que tém maior contribuicdo com a variabilidade total dos dados.
As variaveis Ca (F=4,04; P=0,031), H+AIl (F=6,29; P=0,011) e gMIC (F=2,95; P=0,065)
foram os fatores abidticos de maior significAncia que se correlacionaram com as
bactérias analisadas (Figura 12A).

A analise de RDA, correlacionando os dados dos géneros bacterianos com as
fracbes de P no solo, agrupou os sistemas de sucessdo de culturas em 3 grupos
distintos, de acordo com a analise de PERMANOVA (F=11,01; P=0,0001). O primeiro
e 0 segundo eixos juntos representam 72,8% da variacdo total dos géneros
bacterianos estudados (Figura 12B).

O cultivo do sorgo e da crotalaria foram semelhantes e diferiram significativamente
dos demais tratamentos, apresentando correlacédo positiva com o P inorganico labil
(Pilabil) e o P organico moderadamente labil (PoMod) (Figura 12B). O aumento dessas
fracGes de P determina o predominio das bactérias Arthrobacter sp., Flavobacterium
sp. e Mesorhizobium sp. para o grupo do PoMod; e Bradyhizobium sp., Burkholderia
sp., Enterobacter sp., Paenibacillus sp., Streptomyces sp. e Sphingomonas sp. para o
Pilabil. Dessa forma, o maior desenvolvimento dessas bactérias ocorre com o

aumento das concentragfes de Pilabil e PoMod no solo. Com isso, sugere-se que as
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bactérias juntamente com o sorgo e a crotalaria estdo influenciando na dessor¢éo de
P das formas de menor labilidade para formas mais labeis pela exsudacao de enzimas
gue solubilizam P e &cidos organicos a partir de raizes e/ou das bactérias e com a
liberacdo de Pi dos residuos de plantas e da mineralizacdo da matéria organica pela
biomassa microbiana (FROSSARD et al., 2011).

Para o sistema de sucessdo com pousio/escarificacdo, observa-se maior
correlacdo com o P organico labil (Polabil), em que a maior concentracdo dessa forma
de P beneficia o desenvolvimento das bactérias do género Bacillus sp.; enquanto, a
correlacdo negativa com o Pilabil reduz a predominancia dessa bactéria (Figura 12B).
A area de pousio/escarificacéo apresentou instabilidade da microbiota do solo (Tabela
6), que pode resultar em maior consumo de matéria organica para a manutencao da
biomassa microbiana do que nos demais manejos.

Além disso, a pratica da escarificacdo do solo aliada com menor aporte de
exsudatos radiculares nesse tratamento pode estar contribuindo com o aumento da
oxidacdo da matéria organica e, consequentemente, estar ocorrendo alta taxa de
mineralizacdo do Polabil beneficiados pelas bactérias Bacillus. Contudo, a
consequéncia da alta taxa de mineralizac&o, que reflete em maior teor de P no solo
no pousio/escarificacdo em relacdo aos manejos do sorgo e milheto (Tabela 5), pode
gerar impactos indesejaveis no ciclo do carbono, como o0 aumento da perda de matéria
organica e de emisséo CO: para a atmosfera (GUPPY et al., 2005; TROUILLEFOU et
al., 2015).

As formas de P inorganico nédo labil (PINL) e P organico nao labil (PoNL) se
correlacionaram positivamente com as bactérias Azospirillum sp., Actinomadura sp.,
Micromonospora sp., Pantoea sp. e Pseudomonas sp. no tratamento milheto. Vale
salientar que o aumento da forma de PoMod pode suprimir o desenvolvimento dessas
bactérias. De modo geral, o cultivo do milheto associado a essas bactérias ndo esta
sendo eficiente para impedir adsor¢cdo de P no solo ou ndo estd sendo capaz de
solubilizar formas inorgéanicas de P de menor labilidade para maior ciclagem de P.

Almeida et al. (2019) observaram que o cultivo a longo prazo de Urochloa
ruziziensis reduziu a disponibilidade de P para a soja em comparacdo a uma area em
pousio/escarificacdo, ou seja, houve maior retencdo de P na fase soélida do solo,

devido ao aumento dos locais de adsorcao pelas interagdes dos oxidos de Fe e Al.
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A andlise de RDA seguida pela analise de Monte Carlo revelou que o Pilabil
(F=7,68; P=0,004), o Polabil (F=5,02; P=0,012), o PiMod (F=7,59; P=0,006) e o
PoMod (F=3,16; P=0,042) foram as formas de P que se correlacionaram
significativamente com as bactérias analisadas, ou seja, essas formas de P séo

responsaveis pela maior variacdo microbiana no solo.

2.4 Conclusdes

Os atributos quimicos do solo, apGs 14 anos de sucessao de culturas em sistema
de semeadura direta, foram modificados pelo cultivo de plantas de cobertura. De
forma geral, os maiores valores de calcio, saturacdo por bases, nitrogénio e pH
resultaram do cultivo de crotalaria, proporcionando uma condi¢cao de menor acidez do
solo.

A microbiota do solo sob cultivo da crotalaria possui maior atividade de
solubilizacdo de P por meio da enzima desidrogenase. O pousio/escarificacédo
promoveu aumento do quociente metabdlico, que pode estar resultando em maior taxa
de oxidacao da matéria organica, refletindo no aumento do teor de Presina N0 solo.

As plantas de cobertura ndo alteraram a rigueza da comunidade bacteriana do
solo, porém modificaram as propor¢des na sua Composicao.

Os teores Ca, H+Al e o gMIC influenciaram principalmente na composicéo e
abundancia das bactérias solubilizadoras de P.

O cultivo de plantas de cobertura estimulou a maior diversidade de bactérias
citadas na literatura como capazes de solubilizar P, sendo que quanto maior os teores

de Pi labil e Po moderadamente labil maior foi a abundancia dessas bactérias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os sistemas de sucessdo de culturas com sorgo e crotalaria foram eficientes na
ciclagem de fosforo. O cultivo da crotaladria acumulou mais P na matéria seca,
contribuindo, dessa forma, na ciclagem de P por meio da decomposi¢cdo dos seus
residuos vegetais. E o cultivo do sorgo aumentou a disponibilidade de P nas camadas
avaliadas pelos mecanismos de solubilizagdo de P. O sistema de sucessao com
milheto aumentou os teores de Po de menor labilidade. De forma geral, o cultivo prévio
do sorgo e da crotalaria aumenta a disponibilidade de P.

O sistema de sucessdo com pousio/escarificacdo possibilitou, na camada
superficial, aumento da labilidade de P organico e inorganico, em que o manejo da
escarificacdo pode estar permitindo maior mineralizacdo dos residuos culturais do
triticale e da soja. Esse efeito a curto prazo é uma estratégia interessante para o
aumento da labilidade de P, mas a longo prazo pode resultar em consequéncias
indesejaveis, como a reducdo da matéria organica do solo.

O presente estudo revelou que o cultivo de plantas de cobertura em sistema de
semeadura direta exerce uma forte influéncia sobre a diversidade e estrutura
bacteriana do solo. As modificacdes nos atributos quimicos do solo ocasionadas pelos
sistemas de sucesséo selecionam bactérias nativas do solo, que ao longo do tempo
realizam funcfes ecoldgicas importantes para aumentar a disponibilidade de P do
solo. O P inorganico labil e P organico moderadamente labil foram as fracdes
responsaveis pela selecdo da maior diversidade de bactérias, ao mesmo tempo que
cada cultivo se diferenciou nos atributos quimicos do solo e na atividade das enzimas
fosfatase e desidrogenase. Isso demonstra que os mecanismos adotados tanto pelas
plantas de cobertura como pelas bactérias para o aumento na disponibilidade de P
sdo contrastantes, contudo, produzem o mesmo efeito.

A compreensdo da estrutura da comunidade bacteriana nativa do solo
influenciada pelos sistemas de sucesséo de culturas é importante para melhorar as
condicbes de desenvolvimento vegetal. Os servicos ambientais desempenhados
pelas plantas e microbiota do solo ndo se restringe somente no aumento da
disponibilidade de P, mas também nos atributos quimicos do solo, manutencdo do
carbono organico do solo e maior biomassa microbiana, como observado neste

estudo.
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ANEXO A - Fracionamento de féosforo do solo

O procedimento adotado foi proposto por Hedley et al. (1982), modificado por
Condron e Goh (1989), apresentado por Gatiboni et al. (2013).

Solugdes extratoras:

a) Resina: 1 lamina de RTA (1,0 x 2,0 cm) carregada conforme ANEXO B;

b) NaHCO3 0,5 mol L™: Pesar 42 g de NaHCO3z em Becker de 1 L e dissolver em 900
mL de H>O destilada. Ajustar o pH a 8,5 (NaOH ou HCI) e completar o volume em
baldo (1 L). Preparar imediatamente antes do uso.

c) NaOH 0,1 mol L™*: Pesar 4 g de NaOH em Becker de 1 L e dissolver em 900 mL

de H->O destilada. Completar o volume em baldo (1 L).

d) HCI 1 mol L*: Adicionar 84 mL de HCI concentrado em Becker de 1 L contendo
700 mL de H20 destilada. Completar o volume em bal&o (1 L).

e) NaOH 0,5 mol L™: Pesar 20 g de NaOH em Becker de 1 L e dissolver em 900 mL

de H->O destilada. Completar o volume em baléo (1 L).

Solucdo para limpeza entre extragcdes:
a) NaCl 0,5 mol L% Pesar 29,25 g de NaCl em Becker de 1 L e dissolver em 900 mL

de H>O destilada. Completar o volume em baléo (1 L).

Procedimento:

. Pesar 0,5 g de solo para tubo de centrifuga com tampa rosca;

. Adicionar 10 mL de H2O destilada;

. Adicionar 1 lamina de RTA carregada segundo ANEXO B;

. Agitar por 16 horas no "end-over-end" (rotacao de 33 rpm);

. Preparar recipiente com tampa, adicionando a ele 10 mL de HCI 0,5 mol L%;
. Retirar a RTA do tubo (apds as 16 horas de agitacdo) com auxilio de pinca;
. Lavar o excesso de solo da RTA com H2O (pisceta);

. Colocar a RTA no recipiente preparado (passo 5);

© 00 N O O b~ W DN PP

. Deixar RTA em repouso no HCI por 90 min (com a tampa aberta);
10. Tampar e agitar por 30 min em agitador horizontal (180 rpm, garantindo
movimentacg&o constante da RTA);

11. Retirar RTA com auxilio de pinca e separé-la para recuperagdo (ANEXO B);
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12. Determinar Pi no extrato de HCI 0,5 mol Lt (ANEXO C);

13. Centrifugar o tubo (solo+agua) a 4000-6000 rpm por 30 min e descartar o
sobrenadante;

14. Adicionar 10 mL de NaHCO3 0,5 mol L?;

15. Agitar manualmente até soltar o solo do fundo do tubo;

16. Agitar por 16 horas no "end-over-end" (rotagéo de 33 rpm);

17. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 20-15 min;

18. Reservar o sobrenadante para andlise de Pi (ANEXO D) e Pt (ANEXO E);

19. Adicionar 5 mL de NaCl 0,5 mol L para lavagem (evitar mexer o solo);

20. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 10-15 min e adicionar o sobrenadante ao extrato
(passo 18);

21. Adicionar 10 mL de NaOH 0,1 mol L%;

22. Agitar manualmente até soltar o solo do fundo do tubo;

23. Agitar por 16 horas no "end-over-end" (rotacdo de 33 rpm);

24. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 20-15 min;

25. Reservar o sobrenadante para analise de Pi (ANEXO D) e Pt (ANEXO E);

26. Adicionar 5 mL de NaCl 0,5 mol L! para lavagem (evitar mexer o solo);

27. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 10-15 min e adicionar o sobrenadante ao extrato
(passo 25);

28. Adicionar 10 mL de HCI 1,0 mol L,

29. Agitar manualmente até soltar o solo do fundo do tubo;

30. Agitar por 16 horas no "end-over-end" (rotacdo de 33 rpm);

31. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 20-15 min;

32. Reservar o sobrenadante para andlise de Pi (ANEXO C);

33. Adicionar 5 mL de NaCl 0,5 mol L! para lavagem (evitar mexer o solo);

34. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 10-15 min e adicionar o sobrenadante ao extrato
(passo 32);

35. Adicionar 10 mL de NaOH 0,5 mol L;

36. Agitar manualmente até soltar o solo do fundo do tubo;

37. Agitar por 16 horas no "end-over-end" (rotacdo de 33 rpm);

38. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 20-15 min;

39. Reservar o sobrenadante para andlise de Pi (ANEXO D) e Pt (ANEXO E);

40. Adicionar 5 mL de NaCl 0,5 mol L para lavagem (evitar mexer o solo);
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41. Centrifugar a 4000-6000 rpm por 10-15 min e adicionar o sobrenadante ao extrato
(passo 39);

42. Secar o solo em estufa a 50° C (aproximadamente 48 h) e digerir conforme
ANEXO F.
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ANEXO B — Saturacgéo e recuperacéo de resinas trocadoras de anions
(adaptado de GATIBONI, 2003)

Preparo da RTA (acondicionadas em recipiente proprio, possibilitando
isolamento das laminas em células individuais)
a) Lavagem com HCI 0,5 mol L (volume suficiente para cobrir recipiente):
- contato com HCI mol L por 10 min (agitacédo constante a 150 rpm), descartar
liquido;
- contato com HCI mol L por 30 min (agitacédo constante a 150 rpm), descartar
liquido;
- contato com HCI mol L por 30 min (agitacédo constante a 150 rpm), descartar
liquido.
b) Lavagem com H>O destilada (volume suficiente para cobrir recipiente):
- lavar com H20O destilada em abundancia e descartar o liquido;
- contato com H-O dest. por 30 min (agitacdo constante a 150 rpm), descartar
liquido;
- contato com H-O dest. por 30 min (agitacdo constante a 150 rpm), descartar
liquido;
- contato com H2O dest. por 30 min (agitacdo constante a 150 rpm), descartar
liquido.
c) Saturacdo com NaHCOs3 0,5 mol L (volume suficiente para cobrir recipiente):
- contato com NaHCO3 0,5 mol L por 10 min (agitacdo constante a 100 rpm),
descartar liquido;
- contato com NaHCO3 0,5 mol L por 30 min (agitacdo constante a 100 rpm),
descartar liquido;
- contato com NaHCO3 0,5 mol Lt por 120 min (agitacédo constante a 100 rpm),
descartar liquido.
d) Lavagem do excesso de NaHCO3 0,5 mol L com H»O destilada (volume
suficiente para cobrir recipiente):
- lavar com H>0 dest. em abundancia, descartar o liquido;
- contato com H>O dest. por 30 min (agitagcao constante a 100 rpm), descartar
liquido;
- contato com H2O dest. por 30 min (agitagao constante a 100 rpm), descartar

liquido;
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- contato com H20 dest. por 30 min (agitagao constante a 100 rpm), descartar
liquido.

Extracdo do fosforo do solo
- Passos "1" a "42" do fracionamento de P do solo (ANEXO A).

Recuperacédo da RTA
- submeter a RTA aos passos la e 1b do preparo da RTA;

- estocar a RTA em agua destilada;

Obs: a) a RTA pode ser recuperada em dia anterior
b) a saturacdo da RTA com NaHCO3z deve ser preparado na hora do uso e o
pH regulado a 8,5 (NaOH ou HCI).
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ANEXO C - Determinacédo de fosforo em extratos acidos do solo
(MURPHY; RILEY, 1962)

1. Solucdes:

Solucéo Acido Sulfarico: Colocar 300 mL de H2O destilada em Becker (condiciona-
lo em recipiente com gelo) e adicionar lentamente 70 mL de H>SO4 concentrado, e
ajustar o volume em baldo volumétrico 500 mL.

Solucéao de Molibidato de aménio: Dissolver 20 g de (NH4)M07024.4H>0 com 300
mL de H2O destilada, e ajustar o volume em baldo volumétrico 500 mL.

Solucéo de Acido ascorbico: Dissolver 1,32 g C6H806 (acido ascérbico) em 75 mL
de de H->O destilada em Becker.

Solucgéo de Tartarato de antiamoénio potassio: Dissolver 0,2743 g de K(SbO)C4Oe.
% H>0 com 75 mL de H20 destilada em Becker de 100 mL.

Solucéo de trabalho: Misturar 125mL de H>SO4 com 37,5 molibidato de amdnio
(NH4)M07024.4H-0, adicionar 75 mL de acido ascorbico e em seguida 12,5 mL da
solucéo de Tartarato de antiamonio potassio. Preparar no momento de uso e utilizar
a solucéo em até 24 horas.

NaOH 10 mol L™ Dissolver 400 g de NaOH em 600 mL de H.O destilada em Becker
plastico de 1 L (acondicionar em gelo). Apos esfriar, transferir para baldo volumétrico
de 1 L e ajustar o volume com H2O destilada. Armazenar em frasco plastico.
p-nitrofenol 0,25%: Pesar 0,25 g de p-nitrofenol e dissolver em 100 mL de H>O

destilada em baldo volumétrico. Armazenar em geladeira em frasco escuro.

2. Procedimento de analise:

a) Preparar extrato em copo de café (1lou 2 mL extrato + diluicdo com H.O = 3 mL);
b) Adicionar uma gota de p-nitrofenol 0,25%;

¢) Neutralizar a solugdo com NaOH 10 mol L?;

d) Adicionar 0,5 mL de solugéo de trabalho;

e) Ler a absorbancia em 882 nm apds 30 minutos.
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ANEXO D - Determinacgéo de fosforo inorganico em extratos alcalinos do
solo
(DICK; TABATABAI, 1977, modificado por HE; HONEYCUTT, 2005)

1. Solucdes:

Solucéo A: Dissolver 8,8 g de CsHsOs (acido ascorbico) e 41 g de &cido tricloroacético
(armazenado em geladeira) com 400 mL de H2O destilada em Becker de 500 mL.
Transferir para baldo volumétrico de 500 mL e ajustar o volume com H>O destilada.
Preparar no momento do uso.

Solucéo B: Dissolver 6,2 g de (NH4)M07024.4H20 com 400 mL de H20 destilada em
Becker de 500 mL. Transferir para baldo volumétrico de 500 mL e ajustar o volume

com H20 destilada.

Solucéo C: Dissolver 29,4 g de citrato de sodio e 26 g de arsenito de sédio com 800
mL de H20 destilada em Becker de 1000 mL. Adicionar 50 mL de acido acético glacial
(99%). Transferir para baldo volumétrico de 1000 mL e ajustar o volume com H>O

destilada.

2. Procedimento de analise:

a) Preparar extrato em copo de café (1 ou 2 mL do extrato + diluicho com H20O = 2
mL);

b) Adicionar 2,5 mL de Solucéo A;

c¢) Adicionar £ 5 segundos apés 0,5 mL de Solucéo B;

d) Adicionar + 20 segundos ap6s 1,25 mL de Solucéo C;

e) Completar o volume até 6,25 mL;

f) Ler a absorbancia no fotocolorimetro em 850 nm apds 15 minutos.

Obs: preparar padrées obedecendo mesmo procedimento adotado para as amostras

(fundamental obedecer ao tempo e a sequéncia de adicdo das solucdes).
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ANEXO E - Digestéo dos extratos alcalinos do solo (extraidos com NaOH e
NaHCOs3) para analise do fosforo total
(US EPA, 1978, com modificagcdes de NASCIMENTO et al., 2015 e
adaptado de DAYTON et al., 2017)

1. Solucdes:

Persulfato de s6dio 7,5% (m/v): Dissolver 75 g de persulfato de s6dio em 800 mL de
H-O destilada. Transferir para baldo volumétrico de 1 L e completar o volume com
H20 destilada.

2. Procedimento de analise:

a) Pipetar 2 mL do extrato alcalino para solo em tubo de digestéo;

b) Adicionar 10 mL de persulfato de sédio 7,5%;

c¢) Adicionar 1 mL de H2SO4 concentrado;

d) Colocar no bloco digestor a 70° por 60 minutos;

e) Em seguida aumentar a temperatura do bloco para 121° e deixar por 30 minutos;
f) Deixar esfriar e completar o volume a 10 mL;

g) Determinar fésforo conforme ANEXO C.
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ANEXO F — Digestao do residuo do solo para anélise do fosforo residual do
fracionamento
(BROOKES; POWLSON, 1982)

1. Solucdes:

Solugdo MgCl; saturado: adicionar MgCl. em H2O destilada até a saturacdo da
solucdo. H.SO4 concentrado.

H,O, concentrado.

2. Procedimento de analise:

a) Pesar 0,10 g de solo em tubo de digestao;

b) Adicionar 1 mL de MgCl, saturado;

c) Adicionar 1 mL de H>SO4 conc.;

d) Colocar funil de refluxo no tubo de digestao;

e) Aquecer por 1 hora no bloco digestor a 200°C;

f) Deixar esfriar e adicionar 2 mL de H20> conc.;

g) Aquecer por 1 hora no bloco digestor a 100° C (Repetir passos “f" e “g”, caso a
amostra nao tenha clarificado);

h) Deixar esfriar e completar o volume a 25 mL;

i) Determinar fésforo conforme ANEXO C.



