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RESUMO

SANT’ANNA, Gustavo Souza Lima. Diversidade bacteriana em solos cultivados com
diferentes plantas de cobertura sob sistema plantio direto e convencional em unidade de
producédo orgénica. 2020. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo).
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

O Sistema Plantio Direto (SPD) tem sido adotado como alternativa ao Sistema Plantio
Convencional (SPC) por promover maior conservacdo dos solos agricolas. Nesse contexto, as
plantas de cobertura sdo fundamentais na producdo da palhada e na liberagcdo de nutrientes no
solo, o que influencia diretamente as populagdes microbianas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a diversidade bacteriana de solos sob SPC e SPD com diferentes plantas
de cobertura em uma unidade de producdo organica no municipio de Seropédica-RJ. O
experimento | foi conduzido em delineamento em blocos casualizados com 2 parcelas (SPC e
SPD) com 4 repeticBes. Foi feita a semeadura a lanco da aveia preta em area total e atingido o
ponto de corte, a aveia foi incorporada ou mantida na superficie do solo. Em seguida foi
semeado o milho em todas as parcelas. As coletas de solos foram realizadas no tempo inicial,
apos o cultivo da aveia preta e ap6s a colheita do milho na profundidade de 0-5 cm. O
experimento Il foi conduzido sequencialmente em delineamento fatorial (2 x 6) com parcelas
subdivididas, com 2 parcelas de SPC e SPD, 6 subparcelas com as plantas de cobertura
milheto, crotaléria, feijdo de porco, coquetel 1 e coquetel 2, utilizando 100 e 50% da
guantidade sementes recomendadas para cada espécie, respectivamente, e plantas
espontaneas, com 4 repeti¢fes. A coleta de solos foi realizada ap6s o cultivo das plantas de
cobertura na profundidade de 0-5 cm. Foi realizada a caracterizacdo quimica e a extracdo do
DNA total do solo para o sequenciamento do gene rrs de Bacteria. No experimento 1, entre a
caracterizacdo inicial e os cultivos de milho em SPC e SPD, foi observado aumento no teor de
fosforo e diminuicdo de carbono, aumento dos indices de alfa-diversidade e alteracdo na
composicdo bacteriana, principalmente com relacdo ao candidato a divisdo WPS-1 que teve
abundancia relativa aumentada e a familia Micrococcaceae que apresentou queda em sua
abundancia relativa apds a conversdo para area agricola. Apos o cultivo de milho, o potassio
foi maior no SPC e as familias ndo classificadas da classe Spartobacteria e Chitinophagaceae
foram mais abundantes no SPD. No experimento Il, o cultivo de diferentes plantas de
cobertura ndo promoveu alteragdes nos atributos quimicos do solo. O cultivo das plantas
espontaneas promoveu aumento dos indices alfa-diversidade bacteriana em relacdo a
crotalaria. Feijdo de porco e os coquetéis 1 e 2 promoveram maior abundancia relativa das
familias Sphingomonadaceae e Bradyrhyzobiacae, enquanto as plantas espontaneas
resultaram em maior abundéncia relativa de bactérias ndo classificadas e da familia
Planctomycetaceae. Portanto, a conversao de area de pastagem para area de producéo agricola
levou ao aumento da diversidade e alteracdo na estrutura da comunidade bacteriana dos solos.
N&o houve diferenca nos indices de alfa-diversidade entre o SPC e o SPD, porém a estrutura
da comunidade bacteriana foi alterada. A utilizacdo de diferentes plantas de cobertura
promoveu diferencas na estrutura da comunidade bacteriana e o cultivo das plantas
espontaneas promoveu maior indice de alfa-diversidade em relagdo a crotalaria.

Palavras-chave: Diversidade microbiana. Gene rrs. Sequenciamento de Nova Geracao.
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ABSTRACT

SANT’ANNA, Gustavo Souza Lima. Bacterial diversity in soils cultivated with cover
crops under no-tillage and conventional tillage in the organic production unit. 2020. 60p.
Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2020.

An alternative to the Conventional Tillage (CT) for promoting higher conservation of
agricultural soils is the adoption of No-tillage (NT). In this context, cover crops are
fundamental in the production of straw and release nutrients in the soil, directly influencing
microbial populations. Thus, the objective of this work was to evaluate the bacterial diversity
in soils under CT and NT with different cover plants in an organic production unit in the
municipality of Seropédica-RJ, Brazil. The experiment was conducted in a randomized block
design with two plots (CT and NT) with four replications. The black oat was sown in the total
area. When the cut point was reached, the black oat was incorporated or maintained on the
soil surface. Then, the corn was sown in all plots. The soil was collected in the initial time,
after the black oat and after corn harvesting in a depth of 0-5 cm. Experiment Il was
conducted in a factorial design (2 x 6) with subdivided plots, with 2 plots of CT and NT, 6
subplots with cover plants (pearl millet, sunn hemp, jack beans, cocktail 1 and cocktail 2,
using 100 and 50 % of the recommended amount for each species, respectively, and
spontaneous plants), with 4 repetitions. The soil was collected after the cultivation of cover
plants at a depth of 0-5 cm. Chemical characterization and extraction of total soil DNA were
carried out for the sequencing of the Bacteria rrs gene. In experiment I, between the initial
characterization and the corn crops in CT and NT, an increase in the phosphorus content and a
decrease in carbon, an increase in the alpha-diversity indexes and a change in the bacterial
composition was observed, mainly in relation to the candidate for division WPS-1, which had
an increased relative abundance, and the Micrococcaceae family, which showed a decrease in
its relative abundance after conversion to the agricultural area. After corn, potassium was
higher in CT, and Spartobacteria unclassified and Chitinophagaceae were more abundant than
in NT. In experiment Il, the cultivation of different cover crops did not promote changes in
the soil's chemical attributes. The cultivation of spontaneous plants supported a higher
bacterial alpha-diversity index concerning sunn hemp. Jack beans and cocktails 1 and 2
promoted a higher relative abundance of the Sphingomonadaceae and Bradyrhyzobiacae
families. At the same time, spontaneous plants resulted in a higher relative abundance of
unclassified bacteria and the Planctomycetaceae family. Therefore, the conversion from
pasture area to agricultural production area led to an increase in diversity and alteration in the
structure of the soil bacterial community. There was no difference in the alpha-diversity
indexes between CT and NT, but the structure of the bacterial community was altered.
Different cover plants promoted differences in the structure of the bacterial community, and
spontaneous plants promoted a higher alpha-diversity index concerning sunn hemp.

Keywords: Microbial diversity. rrs gene. Next-Generation Sequencing.
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1. INTRODUCAO

Entre os principais objetivos da agricultura organica estdo produzir alimentos de
qualidade e em quantidade suficiente, usar, na medida do possivel, recursos renovaveis em
sistemas de produgdo organizados localmente, minimizar todas as formas de polui¢do, manter
e aumentar a fertilidade dos solos a longo prazo e incentivar e aprimorar os ciclos biolégicos
no sistema agricola, envolvendo microrganismos, flora e fauna do solo, plantas e animais
(IFOAM, 1998).

Todavia, a agricultura organica tem uma ressalva: a forte dependéncia de perturbacoes
sistémicas do solo (BEACH et al., 2018). O revolvimento do solo é importante na agricultura
organica por vérias razdes, como a incorporacdo de residuos organicos para facilitar a
mineralizacdo da matéria organica e, portanto, tornar mais rapida a liberacdo de nutrientes
para a cultura sucessora, para reducdo de pragas e patdgenos transmitidos pelo solo e o
controle de populacdes de plantas daninhas (BARBERI, 2006; LIEBMAN & DAVIS 2000,
PEIGNE et al. 2007).

Praticas conservacionistas de manejo do solo, como o ndo revolvimento e o
revolvimento em baixa profundidade, ou seja, o plantio direto, o cultivo minimo ou o preparo
superficial com escarificador ou disco, vém sendo difundidas na agricultura com o intuito de
evitar o desgaste ou a degradacdo do solo (PEIGNE et al, 2007). Porém, a implementac&o
destas praticas na agricultura organica pode ser desafiadora devido a problemas com o
limitado e lento fornecimento de nutrientes provenientes da mineralizagcdo da matéria organica
guando esta ndo é incorporada, ja que estes ndo podem ser complementados com fertilizantes
sintéticos.

Outro fator que limita a adocao de préaticas conservacionistas na agricultura organica é a
perda de produtividade pelo aumento da pressdo das plantas daninhas (PEIGNE et al. 2007).
Métodos mecanicos, bem como rotacdes bem planejadas e diversificadas das culturas, sdo
necessarios para manter o razoavel controle das plantas daninhas (AMOSSE et al. 2013). No
SPD é preconizada a rotacdo de culturas e a manutencédo das plantas de cobertura, que devido
ao sombreamento e efeitos alelopaticos, reduzem ou inibem as plantas daninhas (BOND &
GRUNDY, 2001). E, de acordo com as suas caracteristicas, as plantas de cobertura alteram de
maneira diferente os parametros quimicos, fisicos e bioldgicos do solo. Além disso, o
consorcio de diferentes plantas de cobertura mostra-se uma alternativa ainda mais promissora
que o monocultivo, pois podem promover maior exploracdo do solo pelas diferentes
profundidades dos sistemas radiculares, produzir palhada com relagdo C:N mais equilibrada
conciliando a lenta mineralizagdo com o fornecimento gradual de nutrientes (AITA &
GIACOMINI, 2003).

Praticas conservacionistas a longo prazo, ndo s6 sdo capazes de melhorar
caracteristicas fisico-quimicas do solo e promover o aumento da estabilidade dos agregados e
dos teores de P e Mg, mas também estimulam o aumento da biomassa e da diversidade
microbiana (JACOBS et al., 2009; DORR DE QUADROS et al., 2012; NAVARRO-NOYA
et al.,, 2013; YIN et al., 2017). Porem, principalmente na agricultura orgénica, tendem a
aumentar a pressdo das plantas daninhas, levam a compactagdo do solo e limitam a
disponibilidade de nitrogénio, especialmente durante o primeiro ano de transi¢cdo. A adogéo
bem-sucedida do manejo conservacionista do solo ainda ndo esta bem compreendida e,
portanto, sdo necessarias mais pesquisas, especialmente com estudos focados nos processos
de recuperagéo dos solos pela atividade bioldgica (PEIGNE et al, 2007; BEACH et al, 2018).

Os microrganismos do solo sdo extremamente importantes para manter a estrutura
fisica do solo e na ciclagem de nutrientes. Portanto, compreender como 0 manejo do solo



altera este ambiente, principalmente entender suas interacbes com as comunidades
microbianas, pode fornecer uma base para o planejamento racional e adocdo de melhorias nos
sistemas de producdo agricola, pois a resiliéncia aos efeitos de distdrbios externos ao
ecossistema depende diretamente da biodiversidade e das interacbes entre 0S processos
ecoldgicos (PERRY et al., 1989; SCHMIDT et al., 2018).

Assim, uma vez que 0s microrganismos sdo criticos para o funcionamento do
agroecossistema e que sua riqueza e abundancia estdo relacionadas as caracteristicas fisico-
quimicas do solo, as hipdteses do presente trabalho sdo que: (1) a conversdo de areas nao
perturbadas em areas de cultivo em sistema organico de producdo altera a estrutura da
comunidade e aumenta a diversidade bacteriana do solo; (2) a adogéo de diferentes tipos de
sistemas de cultivo, SPC e SPD, ira refletir em diferencas na estrutura da comunidade e na
diversidade bacteriana; e (3) o uso de diferentes plantas de cobertura (em consércio ou
monocultivo) ira promover diferencas na estrutura da comunidade e na diversidade
bacteriana.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade e a estrutura da comunidade
bacteriana do solo na conversdo de pastagem em estagio inicial de degradacdo em area de
producdo de milho orgénico, e posteriormente, cultivado com diferentes plantas de cobertura,
ambos em SPC e SPD.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Sistema Organico de Producéo

A agricultura orgénica é definida pela Lei n° 10.831, de 23 de dezembro de 2003,
como o sistema de producdo que preconiza a otimizacdo do uso dos recursos naturais e
socioecondmicos e 0 respeito a integridade cultural das comunidades rurais, empregando,
sempre que possivel, métodos culturais, biologicos e mecanicos, em contraposi¢do ao uso de
materiais sintéticos, de organismos geneticamente modificados e radiagdes ionizantes
(BRASIL, 2003).

O fortalecimento da agricultura orgénica se deu no periodo entre os anos 30 até 0 0s
anos 70 do século passado, por movimentos opostos a “agricultura convencional”, que
preconizava 0 ndo uso de insumos agricolas sintéticos, especialmente agrotoxicos e
defensivos agricolas (OLIVEIRA & ALMEIDA JUNIOR, 2008). Estes movimentos,
utilizando grande publicidade, atingiram os consumidores que passaram a se preocupar com a
qualidade dos alimentos consumidos (EHLERS, 2008). O crescimento do consumo de
alimentos organicos nao esta diretamente relacionado ao valor nutricional, mas aos diversos
significados que Ihes séo atribuidos pelos consumidores, que variam desde a busca por uma
alimentacdo mais saudavel, de melhor qualidade e sabor, até a preocupacdo ecoldgica de
preservar o meio ambiente (ARCHANJO et al., 2001).

Os dados sobre producdo organica do anuario mundial de 2020, que contém
informacgdes de 186 paises, mostram que o setor ocupou 71,5 milhdes de hectares até o fim de
2018, que correspondem a 1,5% das areas produtoras do mundo, e representa 2,8 milhdes de
produtores organicos. Esse mercado ultrapassou 95 bilhdes de euros em 2018 liderado por
EUA (40,6 bilhdes de euros), Alemanha (10,9 bilhdes de euros) e Franca (9,1 bilhGes de
euros). (WILLER et al., 2020). No Brasil, a regulamentacdo impulsionou o setor que cresceu
25% em média ao ano desde 2009 e movimentou um total de R$ 3 bilhdes em 2016
(BACOCCINA, 2017).

A agricultura organica depende do desenvolvimento de sistemas de producdo que
contemplem o manejo conservacionista do solo e o aporte de nutrientes oriundos de fontes
renovaveis, com base em residuos organicos localmente disponiveis, de origem vegetal e
animal, e nesse sentido, o sistema plantio direto vem sendo apontado como um sistema capaz
de se enquadrar no conceito de sustentabilidade (DAROLT, 2000; CASTRO et al., 2005).

2.2. Sistema Plantio Direto

O preparo e o revolvimento excessivo do solo no cultivo convencional, realizado
através de uso intensivo de discos em grades e arados, causam a pulverizacdo da camada
ardvel e a compactacdo da camada subsuperficial. Esta pratica leva ao selamento e
escoamento superficial, intensificando o processo erosivo e a degradacdo de solos, 0 que
compromete a sustentabilidade técnica, econdmica e ambiental do sistema de produgdo. Além
disso, o revolvimento do solo no sistema plantio convencional geralmente coincide com
periodos de elevada precipitacdo, o que eleva o risco de erosdo, principalmente pela eroséo
hidrica (HERNANI et al., 2002; VOLK et al., 2004; BERTOL, 2007).

Entre os sistemas de manejo do solo que vém sendo difundidos na agricultura, com o
intuito de evitar o desgaste ou a degradacdo do solo, esta o plantio direto, que exclui as
praticas de revolvimento do solo (gradagem, aragdo, subsolagem e escarificacdo,
principalmente), permitindo o acimulo de material vegetal na superficie, sobre o qual sera
semeada ou plantada a cultura seguinte (BERTIN et al., 2005). Hernani et al. (1999), ao
avaliarem as perdas de Ca®*, Mg?*, K" e P, submetidos a diferentes sistemas de manejo do
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solo para o cultivo da sucessdo trigo-soja, concluiram que o plantio direto, foi, entre os
estudados, o sistema mais eficaz no controle da erosdo hidrica, com menores perdas de
quantidades totais de nutrientes e de matéria organica. Costa et al. (2003), concluiram que
solos cultivados sob SPD apresentaram melhores condi¢bes estruturais, evidenciadas
principalmente pela reducdo da densidade do solo em subsuperficie e pelo aumento da
estabilidade de agregados na camada superficial.

Os residuos das plantas de cobertura também colaboram para a manutencdo de
maiores contetidos de agua na superficie do solo (ANDRADE, 2008). Costa et al. (2003), ao
verificarem os efeitos de longo prazo (21 anos) dos SPD e SPC sobre algumas propriedades
fisicas do solo concluiram que o solo em plantio direto apresentou menor temperatura e
menor amplitude térmica do que o preparo convencional, provavelmente devido a maior
umidade volumétrica na camada superficial pela manutencdo da palhada. Além disso, a
utilizacdo das plantas de cobertura vegetal promove na criagdo de poros, e consequentemente
beneficia a alta troca de gases e a infiltracdo de agua no solo, diminuindo a densidade e a
resisténcia a penetracdo (CUBILLA et al. 2002).

Queiroz et al. (2010), ao avaliarem a supressdo de plantas daninhas pela utilizacdo de
cobertura morta no cultivo de milho verde, observaram que a maioria das espécies de
leguminosas estudadas influenciou na reducdo da producdo da matéria seca das plantas
invasoras, e esse resultado deveu-se a interferéncia destas, tanto pelo efeito fisico, provocado
pelo abafamento, com reducdo da luminosidade, e, possivelmente pelos efeitos alelopaticos.

2.3. Plantas de Cobertura do Solo

Em regra, qualquer espécie vegetal pode ser utilizada como cultura de cobertura do
solo, porém, devem-se buscar algumas caracteristicas desejadas como: sistema radicular
profundo para facilitar a reciclagem dos nutrientes; elevada producdo de massa seca, tanto da
parte aérea como na radicular; velocidade de crescimento e cobertura do solo; agressividade,
rusticidade e baixo custo de sementes; e apresentar, preferencialmente, efeitos alelopéaticos
e/ou supressores em relacao as plantas nao cultivadas (FERREIRA et al., 2000).

Entre as plantas de cobertura da familia Poaceae de inverno, destaca-se a aveia preta
(Avena sativa), por ser a espécie mais cultivada como cobertura de inverno no Sul do Brasil,
devido as seguintes caracteristicas: alto rendimento de matéria seca, facilidade de aquisi¢do de
sementes e de implantagéo, rusticidade, rapidez de formagéo de cobertura, decomposicao
lenta e ciclo que a permite anteceder as culturas de soja e milho nessa regido (SILVA et al.,
2006). A aveia preta € uma planta originaria do Mediterraneo, cultivada aproximadamente
desde 2000 a.C. e desempenha grande papel nos sistemas de produgéo da regido Sul do Brasil
na formacdo de palhada e producdo de grdos. Surgiu como alternativa para o Sistema Plantio
Direto (SPD) na regido dos cerrados e atualmente € uma opcdo de adubo verde para a
producdo de hortalicas na Regido Serrana do estado do Rio de Janeiro (RI1ZZI, 2004; TERRA
LOPES et al., 2009; SPADOTTI et al., 2012; SCHULTZ, 2020).

A temperatura ideal para o desenvolvimento da aveia encontra-se entre 20°C a 25°C,
sendo que para a sua germinacéo a temperatura varia entre 4°C a 31°C (PENNING de VRIES
et al., 1989). Spadotti et al. (2012) salientam que a cultura é de extrema importancia para a
sustentabilidade de diversos sistemas de producdo devido a sua grande adaptabilidade e seus
multiplos propdsitos, contudo, se faz necessario conhecimento da ecofisiologia desta planta
para se conseguir manejar adequadamente todos os tratos culturais durante o seu ciclo
produtivo.

As espécies da familia Fabaceae de inverno, entre elas, a ervilhaca (Vicia sativa), o
tremoco (Lupinus sp.) e os trevos (Trifolium sp.), se associam simbioticamente com bactérias
diazotroficas, que sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, o que eleva a disponibilidade
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desse nutriente no solo, tornando as plantas desta familia benéficas para anteceder a cultura do
milho (SILVA et al., 2006). No entanto, estima-se que aproximadamente 60% do N da
matéria seca da ervilhaca seja liberado durante os primeiros 30 dias ap0s seu manejo
(AMADO etal., 1999; AITA etal., 2001 e AITA & GIACOMINI, 2003).

Existem ainda outras opgdes para cobertura de solo no inverno, tais como as espécies
da familia Brassicaceae, especialmente o nabo forrageiro (Raphanus sativus), que, embora
ndo possuam a capacidade de fixar N, apresentam alta capacidade de extrair este nutriente de
camadas mais profundas do solo, além de desenvolvimento inicial muito rapido, alto
rendimento de matéria seca e ciclo curto (SILVA et al., 2006).

Muitos estudos tém sido realizados com plantas de cobertura de inverno na regido Sul
do Brasil, o que provavelmente se deve a maior difusdo do plantio direto nessa regido,
entretanto, na regido Sudeste, poucos trabalhos foram realizados quanto a essas caracteristicas
para plantas de cobertura de verdo (BERTIN et al., 2005).

Se por um lado a aveia é apontada como a cultura responsavel pela expansdo do
plantio direto na Regido Sul do pais, o milheto cumpriu esse papel na regido Central
(SALTON, 2001). O milheto (Pennisetum glaucum) pertence a familia Poaceae e seus
primeiros cultivos foram realizados no Norte e no Oeste da Africa (TIMBO, 2007). Segundo a
mesma autora, essa especie foi domesticada como cereal, no sul do Saara, ha
aproximadamente 4.000 a 5.000 anos e os primeiros relatos no Brasil indicam a presenca do
milheto no Rio Grande do Sul no ano de 1929 (MEDEIRQS, 1977).

Com o crescimento das areas de plantio direto no Cerrado, o milheto tem sido
indicado como a principal planta para cobertura do solo e, para essa pratica, utiliza-se alta
densidade de semeadura (acima de 20 kg ha), que resulta em rapida cobertura com menor
relacdo C/N (PEREIRA FILHO etal., 2003). Essa caracteristica ¢ fundamental, pois, a
elevada oferta de carbono ao sistema pode estimular a atividade microbiana, causando
reducdo da absorcdo de nitrogénio pela planta cultivada em sequéncia, principalmente se
houver coincidéncia entre o pico de requerimento de N pela cultura e o pico de imobilizacdo
de N pela palha na decomposicéo (SA, 1996; BALBINOT JR et al., 2007).

As plantas do género Crotalaria, pertencentes a familia Fabaceae, sdo de origem dos
tropicos e subtropicos, particularmente no hemisfério sul, com a maioria ocorrendo na Africa
tropical (POLHILL, 1971; VAN WYK, 1991; VAN WYK & SCHUTTE, 1995). A
Crotalaria juncea é uma espécie cujo uso como adubo verde é amplamente difundido
devidoao seu rapido crescimento, a boa cobertura do solo, a alta producéo de fitomassa, ao
efeito alelopatico e/ou supressor de invasoras, a0 bom comportamento em solos arenosos e
argilosos, a resisténcia a seca, devido ao seu sistema radicular que pode atingir até 4,6 m de
profundidade, e ao 6timo rendimento de material verde, incorporando N, P20s e K20 (SILVA
etal., 1999; PEREIRA et al., 2005).

A Canavalia ensiformis, conhecida como feijao de porco, pertence a familia Fabaceae,
de origem centro-americana, bastante cultivada em regides tropicais e subtropicais em todo o
mundo como cobertura verde por ser resistente as altas temperaturas e a seca, além de sua
notavel rusticidade e adaptacdo aos solos de baixa fertilidade com a propriedade de
imediatamente enriquecé-los, (CORREA, 1974; LOPEZ, 2012).

Apesar das leguminosas produzirem residuos culturais de qualidade superior, a baixa
relacdo C:N (em torno de 20:1) eleva a sua taxa de decomposi¢cdo, 0 que contribui na
diminuicdo da sua eficiéncia na manutencdo da umidade e na protecdo contra a eroséo.
(DERPSCH et al.,, 1985, MONEGAT, 1991). Nas gramineas, na época de pleno
florescimento, a relacdo C:N esta em torno de 40:1, o que torna lenta a sua mineralizagdo, ja
que a decomposicdo € inversamente proporcional ao teor de lignina e relacdo C:N
(MONEGAT, 1991). Portanto, se a quantidade de residuos for excessiva pode afetar



negativamente a producdo das culturas subsequentes, dificultando a emergéncia das plantas
devido ao impedimento fisico.

Uma opgdo € a utilizacdo de consorcio entre leguminosas e gramineas, em que é
possivel obter uma fitomassa com relacdo C:N intermediaria aquela das espécies em culturas
isoladas (AITA & GIACOMINI, 2003). Apesar da eficiéncia do consércio de plantas de
cobertura, este tema ainda é pouco estudado no Brasil (HEINRICHS et al., 2001; DONEDA,
2010). As vantagens esperadas do consorcio de espécies de plantas de cobertura sdo: maior
producdo de matéria seca, acumulo de nutrientes e protecdo ao solo; estimulo a fixacdo
bioldgica de N pela leguminosa quando a graminea esgota o N disponivel no solo; utilizacdo
mais eficiente da agua e nutrientes por sistemas radiculares com diferente distribuicéo;
fornecimento de N sincronizado com a necessidade da cultura em sucessdo e aumento na
matéria organica do solo (GIACOMINI et al., 2003; FARIA et al., 2007; SILVA, 2007).

Em trabalho avaliando o uso de consdércio de aveia e ervilhaca, foi evidenciado que os
residuos culturais do consoércio entre aveia e ervilhaca apresentaram maior persisténcia no
solo do que aqueles da ervilhaca isolada, e foi constatado que o consorcio liberou maiores
quantidades de N do que a aveia e 0 nabo forrageiro solteiros (AITA E GIACOMINI, 2003).

2.4. Indices de Alfa-Diversidade e Composicédo Bacteriana do Solo

Durante décadas, métodos baseados no cultivo de microrganismos foram utilizados
para caracterizar comunidades bacterianas associadas a plantas (HARDOIM et al., 2008;
COMPANT et al., 2010; TURNER et al., 2013). Técnicas dependentes de cultivo tém a
desvantagem de analisarem somente microrganismos que se multiplicam no meio de cultura,
0 que gera uma visdao incompleta do microbioma, falta de sensibilidade para detectar
pequenas mudancas na comunidade, e dificuldade na identificacdo dos taxons, o que limita as
estimativas de diversidade da comunidade (LEBEIS, 2014). Mais recentemente, o
desenvolvimento e implementacdo de tecnologias de sequenciamento (Sequenciamento de
Nova Geracdo) e suas ferramentas correspondentes de bioinforméatica revolucionaram os
métodos de estudo da ecologia microbiana, permitindo o estudo das comunidades microbianas
em alta resolucdo (RATHORE, 2018).

A expressdo “diversidade de espécies” ainda ¢ ampla e pode ser interpretada de
diversas formas, podendo englobar riqueza de espécies ou riqueza de espécies e equabilidade.
Diversos estimadores de riqueza e equabilidade na comunidade estdo disponiveis, uma das
formas € o uso de indices de alfa-diversidade (MELO, 2008).

Os indices Chaol e Ace sdo métodos ndo paramétricos para a estimativa de riqueza e
sdo baseados na ocorréncia de especies raras, que aparecem em poucas amostras ou em baixa
densidade (MAGURRAN, 2011). O indice de Shannon, definido como: H= - 3 pi. Log pi,
onde pi = ni/N, ni = densidade de cada grupo ¢ N = Y da densidade de todos os grupos,
fornece a ideia do grau de incerteza em prever qual seria a espécie pertencente a um individuo
da populacdo, de modo que, quanto maior o valor de H, maior a diversidade da area em
estudo, e menor dominancia de alguns grupos em detrimento de outros (BEGON et al., 1996).
Ja o indice Simpson (D), onde D = Zpi2 e pi = proporcao de individuos da comunidade que
pertencem a espécie i, indica a probabilidade de dois individuos retirados ao acaso da
comunidade pertencerem a espécies diferentes (MELO, 2008).

Os filos bacterianos mais comumente encontrados nos solos agricolas sao
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Acidobacteria (JANSSEN, 2006; LIENHARD et
al., 2014; DORR DE QUADROS et al., 2012). Frequentemente a comunidade bacteriana dos
solos agricolas, de mata e de pastagens € dominada pelo filo Proteobacteria (AISLABIE &
DESLIPPE, 2013). Este filo é metabolicamente diverso, e apresentam varias classes, quatro



dos quais Alpha, Beta, Gamma e Deltaproteobacteria, sdo os comumente relatados em solos
(AISLABIE & DESLIPPE, 2013).

Membros das classes Alpha, Beta e Gammaproteobacteria sdo considerados
copiotroficos, ou seja, sdo mais prevalecentes quando a disponibilidade de recursos ¢ alta,
como em solos da rizosfera (FIERER et al., 2007). Alfaproteobacteria € uma classe de
bactérias heterotroficas e autotroficas com metabolismo diverso. Entre as heterotréficas estéo
as do género Sphingomonas, que degradam uma ampla gama de compostos toxicos, incluindo
pentaclorofenol e hidrocarbonetos poliaromaticos. Elas também foram associadas ao
intemperismo de minerais. Os heterotroficos incluem os fixadores de nitrogénio pertencentes
a familia Rhizobiaceae, por exemplo Rhizobium, Mesorhizobium e Bradyrhizobium, os quais
formam relagBes simbiodticas com leguminosas. Bactérias oxidantes do metano do solo, como
Methylobacter e Methylophilus, também pertencem a classe Alphaproteobacteria. Entre as
autotroficas estdo as oxidantes de nitrito nos géneros Nitrospira e Nitrobacter, e fototroficas
em Rhodospirillum e Rhodobacter (AISLABIE & DESLIPPE, 2013).

A classe Betaproteobacteria inclui bactérias heterotroficas, autotroficas e
metanotroficas. As heterotroficas mais conhecidos no solo pertencem aos géneros
Burkholderia, Alcaligenes e Acidovorax. As especies de Burkholderia sdo metabolicamente
diversas e desempenham um papel importante na transformacdo do carbono, usando de
aminoacidos e agUcares simples, até compostos aromaticos e fendlicos recalcitrantes como
substratos de carbono. Membros do género Burkholderia também sdo relatados como
fixadores de nitrogénio e promotores de crescimento em plantas (AISLABIE & DESLIPPE,
2013). Entre as heterotroficas estd o género Collimonas, que produz quitinase e pode degradar
hifas vivas (DE BOER et al., 2004). As especies de Burkholderia e Collimonas também séo
capazes de realizar o intemperismo de minerais (UROZ et al., 2007). As autotroficas incluem
as oxidantes de amonia do género Nitrosospira, as oxidantes de ferro do género Thiobacillus
e as fototroficas do género Rhodocyclus. Um exemplo de bactérias metanotroficas
pertencentes a classe Betaproteobacteria € o género Methylomonas (AISLABIE &
DESLIPPE, 2013).

A classe Gammaproteobacteria no solo inclui bactérias heterotroficas, litotréficas e
fototroficas. Entre as heterotroficas mais conhecidas estdo 0s géneros Pseudomonas e
Xanthamonas. As espécies de Pseudomonas apresentam notavel versatilidade nutricional. A
maioria cresce em mais de 50 substratos diferentes, algumas em até mais de 100. Esses
substratos incluem acgucares, aminoacidos, acidos graxos, alcoois e hidrocarbonetos. A classe
Gammaproteobacteria também inclui as fotolitotréficas Thiocapsa e Chromatium, que sob
condicBes anaerdbicas e na presenca de luz, usam o sulfeto ou enxofre elementar como
doador de eléetrons e dioxido de carbono como fonte de carbono (AISLABIE & DESLIPPE,
2013).

A classe Deltaproteobacteria contém principalmente bactérias redutoras de sulfato e
ferro. No solo, a redutora de sulfato Desulfovibrio cresce anaerobicamente com fontes de
carbono como lactato ou etanol, que ocorrem em solos onde 0 oxigénio € esgotado devido a
decomposi¢do da matéria organica. Bdellovibrio, um parasita bacteriano, também pertence a
esse grupo (AISLABIE & DESLIPPE, 2013).

Bactérias Gram-positivas sdo abundantes em amostras de solos, e dividem-se em dois
grupos filogenéticos, Actinobacteria e Firmicutes. As actinobactérias sdo filamentosas,
apresentam ciclo de vida saprofitico e a maioria é aerdbica, apesar de alguns géneros serem
anaerdbios facultativos ou obrigatorios, como Actiomyces (BERNARDO, 2012). Sdo mais
abundantes em solos ndo perturbados (ACOSTA-MARTINEZ et al. 2008; YU et al. 2011).
No solo s&o comumente atribuidas aos subfilos Actinobacteridae, Acidimicrobidae e
Rubrobacteridae (JANSSEN, 2006). Actinobactérias isoladas do solo pertencentes ao subfilo
Actinobacteridae, que incluem Arthrobacter, Rhodococcus, Streptomyces e Mycobacterium,
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sdo heterotroficas, aerdbicas e metabolicamente diversas, e espécies de Streptomyces ainda
sdo conhecidas por sua capacidade de produzir compostos antimicrobianos (AISLABIE &
DESLIPPE, 2013). As Rubrobacteridae incluem os géneros Rubrobacter e Solirubrobacter.
Ambos 0s géneros ndo sdo comuns comumente isoladas em solos e as do género Rubrobacter
sdo especialmente prevalentes nos solos do deserto e podem resistir a radiacdo ionizante
(AISLABIE & DESLIPPE, 2013; HOLMES et al. 2000).

O filo Firmicutes inclui as bactérias que formam enddsporos e as bactérias do acido
lactico. Entre as formadoras de enddsporos, 0s géneros mais conhecidos isolados de solos
estdo o anaerdbico facultativo Bacillus e o anaerdbico Clostridium. O género Bacillus
apresenta capacidade de degradacdo de diferentes fontes de carbono, incluindo
polissacarideos vegetais. Alguns sdo fermentativos, enquanto outros fixam nitrogénio ou
realizam desnitrificacdo. A producdo de enddsporos estd associada a sua sobrevivéncia a
longo prazo no solo durante periodos secos (AISLABIE & DESLIPPE, 2013). O género
Clostridium é metabolicamente diverso e pode fermentar acucares, amido, pectina e celulose
(AISLABIE & DESLIPPE, 2013). A abundancia relativa de bactérias da ordem Clostridiales
no solo aumenta apds a adi¢do de compostos de carbono recalcitrantes (GOLDFARB et al.
2011). As bactérias do é&cido latico (Lactobacillus, por exemplo) sdo anaer6bicas
aerotolerantes frequentemente isoladas de material vegetal em decomposicdo (AISLABIE &
DESLIPPE, 2013).

As bactérias pertencentes ao filo Acidobacteria, encontradas em diversos estudos
ambientais, sdo componentes ecoldgicos significativos em diversos ecossistemas,
particularmente em comunidades do solo (HUGENHOLTZ et al., 1998). Anélise das
seqliéncias do gene rrs indicam que este filo é altamente diversificado. Mais de 20 subgrupos
diferentes ocorrem nos solos, mas 0os membros dos subgrupos 1, 2, 3, 4 e 6 sdo relatados
como sendo os mais abundantes nos solos (JONES et al., 2009). Muito pouco se sabe sobre
suas capacidades metabdlicas devido a estarem pouco representadas nas cole¢des de culturas
a partir de amostras de solo. Sugere-se que bactérias sejam oligotréficas e que metabolizam
uma ampla variedade de fontes de carbono (WARD et al., 2009). Estas bactérias aumentam
em abundéancia a medida em que o pH do solo diminui (LAUBER et al., 2009), e sdo bem
adaptadas a condicdes de baixa disponibilidade de nutrientes, toleram flutuagdes na umidade
do solo e sdo capazes de reduzir nitrato a nitrito, mas ndao tem capacidade de realizar
desnitrificacdo ou fixacdo de nitrogénio. Bactérias relacionadas ao género Acidobacterium sao
consideradas as mais abundantes em solos (AISLABIE & DESLIPPE, 2013).

2.5. Influéncia do Sistema de Plantio na Diversidade Microbiana do Solo

O revolvimento do solo influencia varios fatores abioticos, como umidade do solo,
disponibilidade de oxigénio, pH, aporte de nutrientes como nitrogénio e fosforo, qualidade
dos substratos organicos e temperatura do solo, assim como fatores bidticos, como por
exemplo, a ocorréncia de organismos do solo, como minhocas, que por sua vez podem
influenciar as comunidades microbianas e 0s servigos ecossistémicos que eles fornecem (SIX
etal, 1999; YOUNG & RITZ, 2000; BUSARI et al., 2015; DEGRUNE et al., 2017). A longo
prazo, o revolvimento excessivo no SPC tende a promover uma série de impactos nas
comunidades bacterianas do solo (DORR DE QUADROS et al., 2012; LIENHARD et al.,
2014; YIN et al., 2017).

Bactérias isoladas de solos de SPC se mostraram mais tolerantes a estresses
ambientais, como alta temperatura e salinidade, indicando que estavam adaptadas as
condicdes estressantes desses solos (DERPSCH et al., 1991; HUNGRIA E VARGAS, 2000;
HUNGRIA et al., 2001). Bactérias oligotroficas (adaptadas a ambientes com baixa
disponibilidade de nutrientes) como Gaiellaceae e as pertencentes ao filo Gemmatimonadetes
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foram mais abundantes no SPC, enquanto familias de bactérias consideradas copiotroficas
(adaptadas a ambientes com abundancia de nutrientes), como Oxalobacteriaceae,
Pseudomonadaceae e Cytophagaceae, foram mais abundantes no SPD (YIN et al., 2017).

Sistemas de producdo conservacionistas como o SPD, ndo s6 melhoram caracteristicas
fisico-quimicas do solo, como promovem o aumento da estabilidade dos agregados, maiores
concentragdes do carbono organico, P, Mg e No, mas também estimulam o aumento da
biomassa e da diversidade microbiana (JACOBS et al., 2009; DORR DE QUADROS et al.,
2012; NAVARRO-NOYA et al., 2013; YIN et al., 2017). Além disso, a adog¢éo da rotacdo de
culturas, que é uma das premissas do SPD, afeta diretamente a diversidade microbiana do
solo, podendo ser superior a 3% utilizando-se o indice Shannon de diversidade (VENTER et
al., 2016).

Os microrganismos sdo extremamente importantes para manter a estrutura fisica e
muitas fungdes do solo, no entanto, pouco se sabe sobre a influéncia das plantas de cobertura
na composi¢cdo da comunidade microbiana do solo, bem como os servi¢cos que estas prestam
nos agroecossistemas (BENDER et al, 2016). Porém sabe-se que o carbono organico
proveniente da deposicdo da palhada na superficie e das raizes das plantas de cobertura
afetam a populacao, a atividade e a biomassa microbiana do solo (TIAN et al., 2011; NAIR &
NGOUAIJIO, 2012; SOUZA et al., 2014). Contudo, sdo necessarios mais trabalhos para
investigar a diferenca entre espécies de plantas de cobertura, especialmente entre gramineas e
leguminosas, que sdo diferentes em muitos aspectos, como por exemplo, arquitetura do
sistema radicular, tipos de exsudatos, relagdo C/N e aquisicdo de nutrientes. Estas diferencas
certamente podem levar as diferencas na composicao e funcdo da comunidade microbiana da
rizosfera (ZHOU et al., 2017).

Para o entendimento da relacdo entre plantas de cobertura e microrganismos,
geralmente o nimero de plantas de cobertura nos estudos sdo limitados, o0 que se torna um
entrave na elaboracdo de estratégias para o melhor manejo do solo. Essa limitacdo dificulta a
determinacédo se os efeitos observados sdo generalizaveis entre as espécies de plantas ou se
este é realmente especifico da espécie. Este Gltimo é uma expectativa baseada em evidéncias
de que as influéncias nas comunidades microbianas do solo séo frequentemente especificas de
cada espécie de plantas. Plantas de cobertura especificas promoveriam a abundancia de
grupos especificos de microrganismos e, portanto, poderiam ser usadas para direcionar
composicdo da comunidade microbiana para a promogdo de maior qualidade do solo
(FINNEY et al., 2017).

Essa complexidade na interacdo de fatores dificulta a andlise da estrutura da
comunidade microbiana devido a incapacidade de controlar muitos dos fatores que a
influenciam (BUYER et al., 2010). Portanto, compreender como o manejo altera o ambiente
do solo e entender suas interagdes com comunidades microbianas podem fornecer uma base
para o planejamento racional e ado¢do de melhorias nos sistemas de producéo agricola, pois a
resiliéncia aos efeitos de distirbios externos ao ecossistema depende diretamente da
biodiversidade e das interacbes entre o0s processos ecoldgicos (PERRY et al.,, 1989;
SCHMIDT et al., 2018). E por isso, no solo, a reducéo da diversidade microbiana pode ser um
importante indicador da perda de resiliéncia e, consequentemente, da qualidade do solo
(ZILLI et al., 2003).



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Caracterizacio da Area Experimental

Os experimentos foram conduzidos em uma unidade de producgdo organica (Sitio do
Sol), filiada a ABIO (Associacdo de Agricultores Bioldgicos do Estado do Rio de Janeiro) e
participante da associacdo de produtores SerOrganico, situado nas coordenadas 22° 49' 19,79"
S e 43° 44' 16,43" W, Reta dos 800, Piranema, zona rural do municipio de Seropédica-RJ. O
solo da area foi classificado como Argissolo Amarelo.

O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen é do tipo Aw ou Tropical do
Brasil Central (NIMER, 1977), com chuvas concentradas no periodo de novembro a margo,
precipitacdo média anual de 1.213 mm e temperatura média anual de 24,5 °C (CRUZ, 2005).
Para a anélise quimica inicial (abril de 2018) foram coletadas 15 amostras na area total, na
camada de 0-20 cm de profundidade. O preparo e as andlises foram realizadas segundo a
metodologia descrita por Silva (2009). Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Atributos quimicos do solo da area experimental antes da implantacdo dos
experimentos.

Prof. pH Ca Mg Al Na  H+Al S T \Y K P

cm  H2O - cmMole dM3 ----mmmmmmmmmemmeeee e % mg dm3

0-20 540 127 128 025 037 352 293 645 46 5 2

Ca, Mg e Al: extragdo com solucdo de KCI; P, K, e Na: extraidos com solugdo Mehlich 1; H+Al: avaliados
através de solucdo de acetato de calcio 0,025 mol L.

Em maio de 2018, de posse dos resultados da analise de solo, foi realizada a calagem
em area total aplicando-se 2,5 Mg ha' de calcario dolomitico com poder relativo de
neutralizacdo total de 85,6% (PRNT = 85,6%, CaO = 40%, MgO = 10%). Apds a aplicacdo
foi realizada a incorporacdo com 1 aracdo e 2 gradagens a 20 cm de profundidade, utilizando
arado de 3 discos para a aracéo e grade niveladora, acoplados a um trator de 65 cv.

3.2. Delineamento Experimental e Conducéo dos Experimentos

3.2.1. Influéncia do sistema plantio direto e convencional de milho organico na
diversidade microbiana do solo

O experimento foi conduzido no periodo de julho de 2018 a margo de 2019. A éarea
experimental total foi de 1350 m? (50 x 27 m), dividida em parcelas de 24 x 6 m, separadas
por uma faixa de 1 m para facilitar a operacionalidade (Figura 1). O delineamento
experimental foi em blocos casualisados, sendo os tratamentos o Sistema de Plantio
Convencional (SPC) e Sistema Plantio Direto (SPD), com 4 repeticdes (Figura 1).

Apos a delimitacdo da &rea experimental foi realizada a adubagdo fosfatada (dose
equivalente a 100 kg de P.Os ha™, na forma de termofosfato com 18% de P,Os total) e a
semeadura da aveia preta a lango, com distribuicdo de120 kg ha! de sementes comerciais cv.
EMBRAPA 139, com 98% de pureza e 80% de germinacdo. Apds a distribuicdo do fosfato
natural e as sementes de aveia foi realizada a incorporagdo com enxada rotativa acoplada em
microtrator tobata.
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O corte da aveia preta foi realizado aos 87 dias ap6s a semeadura (DAS) utilizando
rocadeira costal em area total. Apos a rocada a palhada a foi incorporada com microtrator no
SPC e mantida na superficie do solo no SPD, de acordo com o esquema da Figura 1.

24 m 2m
6m Sistema Plantio Convencional Sistema Plantio Direto
Im
Sistema Plantio Direto Sistema Plantio Convencional
Sistema Plantio Direto Sistema Plantio Direto
Sistema Plantio Convencional Sistema Plantio Convencional

Figura 1. Croqui da area experimental do cultivo do milho sob o sistema plantio direto e
convencional utilizando aveia preta (Avena strigosa) como planta de cobertura.

Ap0s a rocada e incorporacdo da aveia foi instalado um sistema de irrigacdo por
gotejamento com acionamento automatico desenvolvido por Medici et al. (2010), com
adaptacGes com valvulas solenoides e acionamento em série. O espacamento entre as
mangueiras gotejadoras foi de 1,0 m (entre linhas) e o espagamento entre plantas de 0,50 m
(Figura 2).

Figura 2. Sistema de irrigagdo por gotejamento, com parcela do plantio convencional a
esquerda e do plantio direto a direita. Foto tirada em 22/10/2018. Acervo pessoal.
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Seis dias ap6s o corte e incorporacdo da aveia preta foi semeado o milho (Zea mays)
Cultivar AG1051 Seiminis em todas as parcelas e aplicados 366 kg ha™ de termofosfato e 66
kg ha de sulfato de potassio, além de 533 kg ha de Bokashi. Devido a a baixa taxa de
germinacdo das sementes foi feita uma ressemeadura aos 22 dias ap0s a primeira. Durante a
conducéo da cultura, foram seguidas as premissas do sistema organico de producdo e, para o
controle e a prevencdo de lagartas, foram utilizados o inseticida biologico a base de Bacillus
thuringiensis e o 6leo de Neem (Azadirachta indica), respectivamente (Figura 3).

Com 77 dias apds a semeadura (DAS) da cultura do milho, foi colhida a primeira
parcela de plantio convencional e aos 85 DAS foram colhidos o restante das parcelas de
mesmo tratamento. Aos 106 DAS foram colhidas as parcelas do SPD. Apds a colheita do
milho, os restos culturais da cultura foram incorporados no SPC e mantidos na superficie do
solo no SPD.

Figura 3. Parcela do SPC a direita e SPD a esquerda aos 57 DAS. Foto tirada em 09/01/2019.
Acervo pessoal.

3.2.2. Influéncia do sistema plantio direto e convencional com diferentes plantas de
cobertura na diversidade microbiana do solo

Nesta fase, apos a colheita do milho o experimento foi conduzido no periodo de margo
a junho de 2019. O delineamento experimental foi fatorial (2 x 6) com parcelas subdivididas,
com 2 tratamentos constituindo as parcelas (SPD e SPC) e 6 tratamentos com diferentes
plantas de coberturas de solo, constituindo as subparcelas. As plantas de cobertura foram
milheto (Pennisetum glaucum), crotalaria (Crotalaria juncea), feijao de porco (Canavalia
ensiformis), coquetel 1, utilizando 100% da quantidade sementes recomendadas para cada
espeécie e coquetel 2, utilizando 50% da quantidade sementes recomendadas para cada espécie
e um tratamento com plantas espontaneas, com4 repeti¢Ges (Figura 4).

O tamanho das parcelas foi de 24 x 6 m e das subparcelas de 6 x 4 m. Os blocos foram
separados por uma faixa de 1,0 m para facilitar a operacionalidade, mantendo a organizagéo
inicial dos blocos da area experimental (Figura 4).

As plantas de cobertura foram semeadas em marco de 2019, de acordo com 0 esquema
da Figura 4. Aos 94 dias ap6s a semeadura quando as plantas de cobertura atingiram o ponto
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de corte, foi realizada a rocada e incorpora¢do no SPC e mantidas na superficie do solo no
SPD.

4m 2m
Sistema Plantio Convencional Sistema Plantio Direto
6 m C1 M CJ. | FP. C2 | P.E. F.P. Cl | PE.| C2 M CJ.
Im
Sistema Plantio Direto Sistema Plantio Convencional
P.E. C2 C1 M F.P. C.J. M C.J. F.P. C1 P.E C2
Sistema Plantio Direto Sistema Plantio Direto
M CJ. | C2 FP. | PE. | C1 C2 M PE. | FP. | CJ. C1
Sistema Plantio Convencional Sistema Plantio Convencional
Cc2 F.P. C1 C.J. P.E. M C1 P.E. C2 M C.J. F.P.

Figura 4. Croqui da area experimental em delineamento fatorial (2 x 6) com parcelas
subdivididas, com 2 parcelas de SPC e SPD, 6 subparcelas com as plantas de cobertura:
milheto (M), crotalaria (C.J.), feijdo de porco (F.P.), coquetel 1 e coquetel 2, utilizando
100 e 50% da quantidade sementes recomendadas para cada espécie (Cl e C2,
respectivamente) e plantas espontaneas (P.E.).

3.3. Amostragem do Solo

Para a caracterizacdo de cada area foram coletadas 10 amostras deformadas na
profundidade de 0-5 cm, na linha de plantio, para formar cada amostra composta. As amostras
foram coletas com auxilio de trado, obedecendo aos principios da coleta de amostras para
andlises de atributos quimicos (FREIRE et al., 2013).

Foram coletadas amostras de solo em area total antes e ap6s o cultivo da aveia preta.
Em cada uma das coletas foram feitas 3 amostras compostas. Apos a cultura do milho foi feita
a terceira amostragem de solo, coletada uma amostra composta por parcela, totalizando 8
amostras. E quando as plantas de cobertura foram rocadas, foi realizada a ultima coleta de
solo, sendo coletada uma amostra composta por subparcela, totalizando 48 amostras (Figura
5).

Durante a coleta de solo, as amostras simples foram depositadas em sacos plasticos
estéreis para a formacgdo das amostras compostas. Em laboratério, uma aliquota de cada
amostra composta de solo foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e acondicionada sob
refrigeracdo a -20°C, para a extracdo de DNA total do solo. O restante das amostras
compostas foi levado para a realizacdo da caracteriza¢do quimica do solo.
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Preparo do Plantio das Corte daz

solo e Corte da Plantio do Colheita do Plantas de Plantas de
Calagem Plantio da Avera Avela Milho Milho Cobertura Cobertura
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2018 2019 l

1* Coleta 2* Coleta 3* Coleta 4* Coleta

Caractenizagio Avela Milko Plantas de

micial Cobertura

Experimento [ Exparimento II

Figura 5. Linha do tempo da conducdo dos experimentos I e II.
3.4. Caracterizacdo Quimica do Solo

As analises foram realizadas segundo Silva (2009). Para a determinacdo dos teores
trocaveis de nutrientes, as amostras foram analisadas da seguinte forma: Ca, Mg e Al foram
extraidos com solucdo de KCI e quantificados via titulacdo. P, K e Na foram extraidos com
solugdo Mehlich 1 e o P quantificado por colorimetria, enquanto K e Na, por fotometria de
emissdo de chamas. O H+Al foi avaliado através de solucdo de acetato de calcio 0,025 mol.L
! Foi realizada a determinacdo do pH do solo em &gua, além do calculo da CTC (T) e
saturacdo por bases (V) conforme descrito por Silva (2009).

O carbono orgénico total (Corg) foi determinado por oxidacdo a quente, com
dicromato de potassio e titulagdo com sulfato ferroso amoniacal, segundo Yeomans &
Bremner (1988).

3.5. Extracdo de DNA Total do Solo, Preparo da Biblioteca e Sequenciamento do Gene
rrs

A extracdo do DNA total das amostras de solo foi realizada utilizando o kit DNA
PowerSoil (MO Bio Laboratories INC), segundo protocolo fornecido pelo fabricante. Apos a
extracdo, as amostras foram armazenadas a -20° C, e a quantidade e a qualidade do DNA
obtido foram avaliadas por espectrofotdémetro (Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer-
Thermo Fisher Scientific). A integridade do DNA total foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 0,8% (ADKINS et al., 2007).

O preparo de biblioteca dos amplicons da regido variavel V3-V4 do gene rrs (que
codifica o rRNA 16S) gerados com a amplificagio com os primers Bakt 341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG) e Bakt 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC) e o
sequenciamento em um sistema paired-end 2x250 na plataforma MiSeq (lllumina, EUA)
foram realizados na Macrogen, Inc. (dna.macrogen.com).

3.6. Analise de Bioinformatica

Os dados brutos do sequenciamento foram processados por meio do sofware Mothur
v.1.43.0 (SCHLOSS et al., 2009). As sequéncias forward e reverse foram emparelhadas em
contigs. Foram removidas as sequéncias menores de 440 pares de bases (pb) ou superiores a
470 pb, assim como as que continham ambiguidade ou mais que 8 homopolimeros. Entdo, as
sequéncias foram alinhadas usando uma base de dados de Silva como referéncia (QUAST et
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al., 2013) e o alinhamento resultante foi submetido aos comandos screen.seqs e filter.seqs
para remover sequéncias mal alinhadas e colunas ndo informativas no alinhamento. Em
seguida, as sequéncias foram pré-agrupadas usando o comando pre.cluster com o parametro
diffs=4. As sequéncias quiméricas foram detectadas e removidas usando os comandos
chimera.vsearch e remove.seqs, respectivamente. As sequéncias resultantes foram
classificadas de acordo com a versdo 16 do Projeto de Banco de Dados Ribossomal (COLE et
al., 2009) usando o comando classify.seqs com um limiar de confianga de 80. Sequéncias
identificadas como sendo de cloroplastos, mitocondrias, eucariotos ou Archaea e aquelas
identificadas como reino desconhecido também foram removidas. Ap6s a normalizacdo das
amostras para 0 mesmo numero de sequéncias (foi considerado como base a amostra com
menor nimero de sequéncia), essas foram agrupadas em unidades taxonémicas operacionais
(OTUs) através do comando cluster.split, com um limiar de dissimilaridade de 3%. As OTUs
raras foram retiradas através do comando split.abund e finalmente, foi calculado a distribuicdo
das OTUs, as curvas de rarefacdo e os indices de riqueza de espécies Chaol (CHAO, 1984),
de diversidade de Ace (CHAO, 1987), Shannon (SHANNON, 1948) e Simpson (SIMPSON,
1949). A composicao bacteriana foi avaliada utilizando resumo taxonémico de cada amostra.

3.7. Analises Estatisticas

Os resultados do primeiro experimento foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Nao atendendo a premissa de normalidade, foram submetidos a transformacéo
Box-Cox, usando o software R. Em seguida, foi realizado o teste t usando o Microsoft
Excel™,

As comparacOes foram feitas entre a caracterizacdo inicial com a aveia, aveia com
milho SPC, aveia com milho em SPD e entre os cultivos de milho em SPC e SPD (Figura 6).

Figura 6. Representacdo das comparacdes (caracterizacdo inicial x aveia, aveia x milho SPC,
aveia X milho em SPD e milho SPC x milho SPD) através de teste t, a 5% de
probabilidade.

No segundo experimento, as variaveis foram analisadas considerando-se dois fatores,
sistemas de plantio (SPD e SPC) e plantas de cobertura (milheto, crotalaria, feijao de porco,
coquetel 1, coquetel 2 e plantas espontaneas), usando o procedimento estatistico two-way
ANOVA. O nivel de significancia dos testes foi p<0,05 utilizando o software PAST versdo
4.03. A Analise dos Componentes Principais (PCA) foi feita no software PAST verséo 4.03.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Influéncia do SPD e SPC de Milho Orgénico na Diversidade Microbiana do Solo
4.1.1. Atributos quimicos do solo

O revolvimento inicial alterou fisicamente o ambiente, promovendo aeracéo do solo.
Além disso, foi aplicado calcario, com o objetivo de proporcionar maior suprimento de calcio
e de magnésio as plantas e eliminar os efeitos nocivos da acidez do solo, destacando-se a
toxidez do aluminio (AI*®) (FREIRE et al., 2013).

Entre a caracterizagéo inicial e o cultivo de aveia, houve aumento nos valores de
saturacio por bases (V), de 54,3 para 81,6%, e no teor fosforo (P), de 2,3 para 40,8 mg L7,
(Tabela 2 e Tabela 3). A baixa saturacdo por bases na caracterizacdo inicial pode ser devida
ao historico da area que, possuia pastagem com sinais de degradacédo antes do estabelecimento
do experimento. Paralelamente, apesar da caracterizagdo ter sido realizada poucos dias apés a
calagem, é possivel que no momento da coleta o calcario ainda ndo tenha reagido
completamente no solo, ja que foi observado que as amostras da caracterizacao inicial foram
as Unicas que apresentaram teores de Al*3 acima de 0,0 (Anexo A).

Tabela 2. Valores de pH, saturacdo por bases (V), carbono organico (Corg), fésforo (P) e
potassio (K) do solo na caracterizacdo inicial, apds o cultivo de aveia preta e apos o
milho em Sistema Plantio Direto e Convencional.

pHagua V Corg P K
R I mg.L? -------
Inicial 5,6+0,30 52,2+11,0 2,4+0,16 2,3+0,5 54,6+0,0
Pos-Aveia 6,0+0,32 80,2+14,5 1,8+0,25 40,8+13,54 64,4+7,1
Milho SPC 5,8+0,22 83,6+7,2 1,3+0,38 54,2+431,55 105,4+18,8
Milho SPD 5,940,05 82,5+6,8 1,6+0,05 53,6+19,08  64,7+16,2

Dados apresentados como média * desvio padrédo.

Tabela 3. Valores de p dos testes t dos valores de pH, saturacdo por bases (V), carbono
organico (Corg), fosforo (P) e potassio (K) do solo na caracterizacdo inicial, apds o
cultivo de aveia preta e ap6s 0 milho em Sistema Plantio Direto e Convencional.

pHagua V Corg P K
Inicial x Aveia 0,1970 0,0554 0,0346 0,0004 0,1376
Aveia x Milho SPC 0,2938 0,702 0,0566 0,5283 0,0168
Aveia x Milho SPD 0,7749 0,7877 0,3456 0,3976 0,9730
Milho SPC x Milho SPD 0,4030 0,8419 0,2256 0,9775 0,0168

O maior teor de fosforo foi detectado apds o cultivo da aveia preta porque a primeira
aplicacdo de termofosfato foi realizada no momento da semeadura da aveia, apos a realizacdo
da primeira coleta amostral de solo.

Foram encontrados maiores teores de carbono orgéanico (Corg) na caracterizagéo
inicial (2,4%) em relacdo a aveia (1,8%). Apos o revolvimento do solo de pastagem na
implantacdo do experimento e, posteriormente, na incorporacdo da palhada proveniente da
cultura da aveia na parcela em SPC, houve condi¢Ges mais favoraveis para a mineralizacao da
matéria orgénica do solo. O revolvimento do solo, aliado a calagem, alterou a suscetibilidade
a lixiviacao e decomposicdo microbiana, pois um ambiente de pH mais favoravel criado pela
calagem altera a abundancia, atividade e/ou a composi¢do da comunidade microbiana do solo
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(GROVER et al., 2017). O teor de Corg também foi maior no SPD em relacdo ao SPC, porém
sem diferenca estatistica entre os tratamentos (p=0,2256). Sugere-se que este resultado possa
ser devido ao aporte de palhada na superficie do solo no SPD, enquanto no SPC essa palhada
é distribuida ao longo da camada aravel do solo. Em um estudo comparando SPD e SPC,
também foi observado maior teor de carbono organico no SPD em rela¢do ao SPC, quando
levado em consideracdo apenas a camada de 0 a 5 cm de solo (COSTA et al.,2003).

Houve aumento no teor de potassio no solo entre o cultivo de aveia (média de 64,4
mg.L ™) e o cultivo de milho em SPC (média de 105,4 mg.L™?). O teor de potassio foi maior no
milho em SPC (média de 105,4 mg.L™t) em comparagdo com o milho em SPD (média de 64,7
mg.L™?). Como a mineralizagdo da MO é mais rapida no SPC, ha maior liberagdo deste
nutriente no solo, pois este € um elemento que ndo esta associado a nenhum componente
estrutural do tecido vegetal, e por isso a taxa média de liberacdo pode ser até 4,5 vezes maior
do que a do P, por exemplo (GIACOMINI et al., 2003; MARSCHNER, 1995).

4.1.2. Diversidade bacteriana do solo

Apobs a extracdo do DNA realizada diretamente a partir das amostras de solo, o
rendimento da extracdo e o grau de pureza do DNA foram analisados, pois interferem
diretamente no sequenciamento, e devem ser avaliados, para a maior confiabilidade dos
resultados (OLEXOVA et al, 2004). A qualidade do DNA estimada através dos valores da
razdo 260/280, se mantiveram em uma média aceitdvel (Anexo A), proxima aos valores
considerados de referéncia, na faixa entre 1,8 a 2,0, indicando a qualidade e a pureza do DNA
extraido (KASEM et al., 2008). A integridade do DNA foi avaliada pela eletroforese em gel
de agarose, e a presenca de bandas Unicas em todas as amostras (Anexo B) indica um DNA
integro. Assim, observamos que o DNA extraido diretamente das amostras dos solos
apresentaram quantidade, qualidade e integridade adequados para a proxima etapa,
amplificacdo da regido variavel V3-V4 do gene rrs e sequenciamento na plataforma Ilumina.

Apos o alinhamento e filtragem das sequéncias, um total de 564.205 sequéncias foram
obtidas das 14 amostras de solo analisadas. Posteriormente, cada amostra foi padronizada com
34.478 sequéncias, baseada na amostra com o menor nimero de sequéncias. Estas sequéncias
foram classificadas em 13.642 OTUs (Unidades Taxonémicas Operacionais) com 97% de
similaridade. As curvas de rarefaracdo das OTUs apresentaram tendéncia em atingir o platd
com o namero total de sequencias analisadas (Figura 7), o que indica que o esfor¢co amostral
foi suficiente para cobrir a diversidade existente, ou seja, 0 aumento desse valor teria um
impacto minimo no numero de OTUs.

Na caracterizagdo inicial do solo, os menores valores dos indices de Chaol e Ace
indicam uma menor riqueza de espécies, e 0s menores valores do indice Shannon e os altos
valores do indice Simpson indicam uma maior dominancia entre as espécies, em relacdo ao
solo apos o cultivo de aveia e apds o plantio de milho sob SPD e SPC (Figura 8).

O filo Proteobacteria foi 0 mais abundante em todas os tratamentos, variando de
31,2% no solo caracterizado inicialmente a 34,9% no solo ap6s cultivo do milho no SPC
(Figura 9).

Além do Filo Proteobacteria, os Filos Actinobacteria (média de 19,4%), Acidobacteria
(média de 11,8%) e Firmicutes (média de 11,8%) foram abundantes em todos os tratamentos.
Nas amostras analisadas as classes mais abundantes do filo Proteobacteria foram Alpha
(média de 19,8%), Beta (média de 6,9%), Gamma (media de 3,5%) e Deltaproteobacteria
(média de 2,8%), enquanto que as classes nao classificadas representaram abundancia relativa
média de apenas 0,2% (Figura 10).

As familias bacterianas com abundancia média superior a 1% foram representadas na
Figura 11. As mais abundantes sdo Sphingomonadaceae (classe Alphaproteobacteria, média
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de 7,1%), Bacillaceae 1 (filo Firmicutes, média de 5,7%), familias ndo classificadas da classe
Spartobacteria (filo Verrucomicrobia, média de 4,8%) e da ordem Rhizobiales (filo
Proteobacteria, média de 4,5%) e Chitinophagaceae (filo Bacteroidetes, média de 4,4%). Yin
et al. (2017) também encontraram Sphingomonadaceae e Chitinophagaceae entre as familias
mais abundantes em solos de plantio direto e plantio convencional na cultura do trigo.
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Figura 7. Curvas de rarefacdo das OTUs com 97% de similaridade por amostra de solo
cultivado com milho em sistema plantio direto e convencional em sucessao a aveia preta.
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Figura 9. Filos bacterianos com abundancia relativa média maior que 1% encontrados em
solo cultivado com milho em Sistema Plantio Direto e Convencional em sucessdo a aveia
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Figura 10. Classes bacterianas do filo Proteobacteria encontradas em solo cultivado com
milho em Sistema Plantio Direto e Convencional em sucessdo a aveia preta.

Entre os filos, classes e familias com mais de 1% de abundancia, houve aumento da
abundancia relativa no Planctomycetes apds o cultivo de aveia (3,6%) em relacdo a
caracterizacdo inicial (2,6%) (Figura 9 e Tabela 4). Planctomycetes sdo organismos que se
dividem por brotacdo e ndo possuem peptidoglicano em suas paredes celulares. Membros
desses filos foram descritos como anaerobios que realizam oxidagdo de aménio (anammox)
no solo (HUMBERT et al. 2010). As bactérias pertencentes ao superfilo Planctomycetes-
Verrucomicrobia-Chlamydia chamam atencdo no ponto de vista evolucionario, porque eles
tém uma variedade de caracteristicas raras em bactérias, e em comum com 0s dominios
Archaea e Eukarya (DEVOS & REYNAUD 2010).

Foi observada também maior abundancia relativa nos solos ap6s milho cultivado em
SPC (5,0%) e SPD (5,7%) em relagdo ao solo apos o cultivo da aveia (3,6%). As bactérias ndo
classificadas do candidato a divisao WPS-1 (Planctomycetes) apresentaram maior abundancia
relativa nos solos apds o cultivo da aveia preta (1,6%) em relacdo aos solos caracterizados
inicialmente (1,0%) e aumento da abundancia relativa entre o cultivo de aveia e os cultivos de
milho no SPC e no SPD (de 1,6% para 2,4% e 3,2%, respectivamente) (Figura 11 e Tabela 5).

Estas bactérias identificadas como candidato a divisdo WPS-1 ndo foram inseridas em
nenhuma das divisdes bacterianas descritas e foram propostas como representantes de uma
nova linhagem bacteriana, nomeada de Solo Poluido de Wittenberg (do inglés “Wittenberg
polluted soil”) (NOGALES et al., 2001). Os membros da linhagem WPS-1, que eram
conhecidos apenas dos genes rrs do solo, foram posteriormente sugeridos para inclusdo no
filo Planctomycetes (DAVIS et al., 2005; FUKUNAGA et al., 2009). Os candidatos a divisdo
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WPS-1 foram associados a solos com maiores valores de pH e tendem a ser mais abundantes
com a diminui¢cdo da umidade do solo, agregados estaveis a agua, macroporosidade, além de
menores teores de carbono organico, CTC e disponibilidade de N e K (SANCHEZ-
MARARNON et al., 2017).

Tabela 4. Valores de p dos testes t dos filos bacterianos e classes de Proteobacterias em solo
cultivado com milho em Sistema Plantio Direto e Convencional em sucessdo a aveia

preta.
Inicial x Aveia x Milho Aveia x Milho Milho SPC x
Aveia SPC SPD Milho SPD

Proteobacteria 0,5584 0,9338 0,5850 0,2817
Alphaproteobacteria 0,3749 0,3082 0,1688 0,5078
Betaproteobacteria 0,3181 0,9121 0,5148 0,4677
Gammaproteobacteria 0,9215 0,0210 0,3302 0,0177
Deltaproteobacteria 0,1622 0,0182 0,0017 0,5565
Actinobacteria 0,1543 0,9642 0,4153 0,1330
Acidobacteria 0,2522 0,1421 0,7583 0,1374
Firmicutes 0,7290 0,8756 0,8505 0,6941
Bacteroidetes 0,2405 0,2548 0,0528 0,1185
Verrucomicrobia 0,2774 0,0410 0,2981 0,0631
Planctomycetes 0,0021 0,0104 0,0108 0,2762
Bactérias ndo classificadas 0,2090 0,1646 0,1281 0,6168
Chloroflexi 0,7837 0,4204 0,6718 0,7061

Ja a familia Micrococcaceae (Actinobacteria) apresentou maior abundancia relativa
nos solos caracterizados inicialmente (13,8%) em relagcdo aos solos ap6s o cultivo da aveia
preta (3,3%) (Figura 11 e Tabela 5). O decréscimo da populacdo dessa familia foi o
responsavel pela diminuicdo da porcentagem do filo Actinobacteria entre a caracterizacdo
inicial e a aveia (Figura 9). O género Arthrobacter da familia Micrococcaceae teve a sua
abundéancia relativa reduzida de 12,2% na caracterizagdo inicial, para 2,9% na aveia e 0,1%
nos cultivos de milho em SPC e SPD (Dados ndo apresentados). As espécies de Arthrobacter
estdo entre as bactérias de solo mais comuns. Elas séo altamente resistentes a dessecagéo e
caréncia nutricional, apesar do fato de ndo formarem esporos ou outras células de dorméncia.
As artrobactérias correspondem a um grupo heterogéneo que tem consideravel versatilidade
nutricional, e foram isoladas linhagens com capacidade de decompor herbicidas, cafeina,
nicotina, fenois e outros compostos organicos incomuns (MADIGAN et al., 2016).

Entre o cultivo de aveia preta e o0 milho em SPC houve aumento da abundancia
relativa das classes Gammaproteobacteria (de 2,8% para 5,0%) e Deltaproteobacteria (de
1,9% para 3,8%) (Figura 10 e Tabela 4). Houve aumento da abundéncia relativa das bactérias
ndo classificadas da classe Betaproteobacteria (de 3,1%, para 4,8%), e das familias
Planococcaceae  (Firmicutes) (de 0,7% para 2,1%) e Xanthomonadaceae
(Gammaproteobacteria) (de 0,8% para 2,0%) ap6s o milho em SPC em relacdo ao cultivo de
aveia preta. Ja o filo Verrucomicrobia e a familia Bradyrhizobiaceae (Alphaproteobacteria)
apresentaram decréscimo na abundéancia relativa nos solos entre o cultivo da aveia preta
(7,6% e 2,0%, respectivamente) e apds o milho no SPC (4,4% e 1,0%, respectivamente)
(Figura 11 e Tabela 5).

A familia Planococcales pertence a ordem Bacillales, que contém organismos
geralmente quimiorganotroficos aerobios e anaerdbios facultativos (MADIGAN et al., 2016).
A ordem Bacillales e foi encontrada em intestino de gado leiteiro (DERAKHSHANI et al.,
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2016), raizes de trigo (VERMA et al., 2016), solos (WANG et al., 2015), fossas de esterco
suino e na fase pré-anaerobica de biodigestores (WHITEHEAD et al., 2015). Sdo raramente
encontrados nos solos e, quando presentes, apresentam baixa abundancia relativa
(SCHLATTER et al.,, 2019). Apos aplicacdo de biossélido proveniente de estacdo de
tratamento de esgoto, foi observado que a familia Planococcaceae foi mais abundante do que
em solos com adubacao quimica (SCHLATTER et al., 2019).
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Figura 11. Familias bacterianas com abundéancia relativa média maior que 1% encontradas
em solo cultivado com milho em Sistema Plantio Direto e Convencional em sucessédo a
aveia preta.

Xanthomonas spp. geralmente sdo patogenos vegetais capazes de sobreviver sob
condigdes limitantes de nutrientes, sendo fortes concorrentes nos solos (HABTE &
ALEXANDER, 1975). Em um experimento que consistiu em SPC e SPD, cada um sob
sucessdo de culturas (soja no verdo e trigo no inverno) ou rotagdo de culturas (com soja e
milho no verdo e trigo, tremoco e aveia no inverno), entre as principais ordens de
Proteobacteria, as que foram mais abundantes SPC, tanto em rotacdo de culturas quanto em
sucessdo, esta a ordem Xanthomonadales (Gammaproteobacteria) (SOUZA et al., 2013).

A classe Deltaproteobacteria, as familias Chitinophagaceae (Bacteroidetes), bactérias
ndo classificadas da classe Betaproteobacteria, e bactérias ndo classificadas da ordem
Myxococcales (Deltaproteobacteria) aumentaram a sua abundancia relativa entre o cultivo de
aveia e 0 milho em SPD (de 1,9%, 3,2%, 3,1% e 1,0% para 4,1%, 7,1%, 5,1% e 2,4%
respectivamente) (Figura 11 e Tabela 5).

A familia Chitinophagaceae esta associada a alta atividade f-glicosidica em solos,
atividade metabdlica que é passo essencial na decomposicdo de celulose e, portanto, é
possivel que esses organismos, quando ndo possuem 0s substratos ou recursos apropriados,
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estejam latentes em agregados no solo, e na presenca destes, aumentam sua abundéncia
(BAILEY et al., 2013). Bactérias do género Chitinophaga (familia Chitinophagaceae) sao
abundantes no solo. S&o filamentosas, quitinoliticas e podem se mover deslizando. No solo,
podem usar hifas fungicas e insetos como fontes de carbono (AISLABIE & DESLIPPE,
2013). As bactérias nao classificadas da ordem Myxococcales (Deltaproteobacteria),
apresentaram maior abundancia no cultivo de milho em SPD (2,4%) em relacdo aos solos
apos a aveia (0,8%). Bactérias da ordem Myxococcales apresentaram correlacdo positiva com
a relacdo C/N do solo (HERZOG et al., 2015), e desempenham um papel fundamental na
transformacéo de carbono (LUEDERS et al., 2006).

Tabela 5. Valores de p dos testes t das familias bacterianas em solo cultivado com milho
em Sistema Plantio Direto e Convencional em sucessdo a aveia preta.

Inicial Aveia x Aveia x Milho SPC x
x Aveia Milho SPC  Milho SPD  Milho SPD

Sphingomonadaceae 0,3176 0,1093 0,0790 0,4698
Bacillaceae 1 0,1746 0,2393 0,3172 0,9454
Spartobacteria ndo classificadas 0,2886 0,0750 0,0994 0,0295
Rhizobiales néo classificadas 0,9753 0,4641 0,3886 0,9468
Chitinophagaceae 0,1420 0,1717 0,0337 0,0792
Bactérias ndo classificadas 0,2090 0,1646 0,1281 0,6168
Betaproteobacteria ndo classificadas 0,4062 0,0193 0,0148 0,4050
Micrococcaceae 0,0029 0,0782 0,0762 0,4799
Gp6 ndo classificadas 0,7274 0,5036 0,2610 0,4959
Gaiellaceae 0,8903 0,4709 0,6861 0,2625
Micromonosporaceae 0,0908 0,0862 0,8032 0,0687
Candidato a divisdo WPS-1 nao classificadas 0,0299 0,0260 0,0312 0,1698
Gp3 ndo classificadas 0,7816 0,3295 0,4209 0,3105
Planctomycetaceae 0,1719 0,0632 0,1445 0,4910
Bacillales ndo classificadas 0,1055 0,1700 0,6571 0,5717
Myxococcales néo classificadas 0,2664 0,0741 0,0063 0,3850
Bradyrhizobiaceae 0,7572 0,0486 0,0965 0,3020
Planococcaceae 0,5368 0,0428 0,1406 0,3793
Xanthomonadaceae 0,6173 0,0148 0,1938 0,0593
Gammaproteobacteria ndo classificadas 0,8627 0,7517 0,7610 0,8974
Nocardioidaceae 0,4528 0,2109 0,5989 0,2147
Gp1l néo classificadas 0,9880 0,1513 0,3949 0,1953
Actinomycetales néo classificadas 0,5496 0,3853 0,2429 0,1626
Gp4 néo classificadas 0,7950 0,5938 0,6165 0,1370

Finalmente, observamos menor abundancia relativa das familias ndo classificadas da
classe Spartobacteria (filo Verrucomicrobia) nos solos apds o cultivo do milho no SPC (3,0%)
em relagdo aos solos apds o cultivo do milho no SPD (4,6%) (Figura 11 e Tabela 5) e maior
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abundancia relativa da classe Gammaproteobacteria nos solos ap6s o cultivo do milho no SPC
(5,0%) em relacdo aos solos apos o cultivo do milho no SPC (3,3%) (Figura 10 e Tabela 4).

Na comparagdo entre 0 SPC com o SPD de milho e soja, observou-se que a bactéria
Spartobacteria sp. (classe Spartobacteria), foi a que obteve a mais alta relagdo com o Sistema
Plantio Direto (SMITH et al., 2016).

4.1.3. Correlagéo entre os atributos quimicos e a diversidade bacteriana

A comunidade bacteriana do solo esta diretamente relacionada aos atributos quimicos
do solo, como pode ser observado na analise de componentes principais (PCA) envolvendo 0s
filos e as classes do filo Proteobacteria que apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos e os atributos quimicos do solo na caracterizacao inicial, ap6s a aveia preta e apds
0 milho em SPC e SPC (Figura 12).

Observou-se que as amostras da caracterizacdo inicial se apresentaram agrupadas, com
grande distanciamento dos demais tratamentos. A diferenga na estrutura das comunidades
bacterianas das amostras analisadas e dos indices de alfa-diversidade pode estar relacionado
com o aumento dos valores de pH e saturacdo por bases, além dos teores de nutrientes como P
e K nos solos apdés o cultivo da aveia e milho em detrimento aos solos caracterizados
inicialmente (Tabela 2 e Figura 8).

Tem-se sido sugerido que os componentes da diversidade geralmente sdo mais altos
em solos com uso mais intensivo, especialmente em area de agricultura mecanizada e
pastagem, em relacdo a areas de vegetacdo primaria (CARVALHO et al., 2016). Isso reforca
estudos anteriores que relatam um aumento linear na riqueza das OTUs com o aumento do pH
do solo em varios ecossistemas (FIERER & JACKSON, 2006; LAUBER et al., 2009;
ROUSK et al., 2010; TRIPATHI, 2012), em que a calagem em solos &cidos favorece o maior
crescimento bacteriano (LUPWAY!I et al., 2009, ROUSK et al. 2009) e a fertilizagéo do solo
favorece as bactérias em detrimento dos fungos, levando a uma maior vantagem competitiva
por parte das bactérias (BARDGETT & COOK, 1998; de VRIES et al., 2006).

O filo Actinobacteria foi mais abundante na caracterizacdo inicial com a diminuicao
apos o cultivo da aveia e milho tanto em SPC e SPD. A diminuicdo deste filo pode estar
relacionada ao revolvimento da camada superficial do solo para a incorporacdo do fosfato
natural e das sementes de aveia preta, uma vez que sua abundancia deste filo esta relacionada
a ambientes nao perturbados (LIENHARD, 2014), especialmente a familia Micrococcaceae
(composta principalmente pelo género Arthrobacter) que teve sua abundancia relativa
drasticamente diminuida apds o cultivo da aveia e, posteriormente, no milho.

De lado oposto a caracterizacdo inicial, porem em quadrantes distintos, estdo 0s
cultivos de milho no SPC e SPC. O milho no SPC esta relacionado a maiores valores de V% e
K. O milho do SPD, por sua vez, mais relacionado ao teor de P e ao filo Planctomycetes.
Como o candidato a divisdo WPS-1 (Planctomycetes) predomina nos solos de menor
fertilidade (SANCHEZ-MARARNON et al., 2017), os menores teores de K fez com que este
filo ficasse fortemente relacionado aos solos de milho no SPD.

Entre as classes do filo Proteobacteria a classe Gammaproteobacteria foi mais
abundante nos solos apos 0 milho no SPC, e por isso apresentou alta correlagdo com o K, uma
vez que este apresentou alto teor deste elemento. A classe Deltaproteobacteria também
aumentou sua abundancia ap6s o cultivo de milho em SPC em relagdo a aveia, porém, nao
houve diferenca entre 0 milho em SPC e SPD.

Esses resultados ndo corroboram com os obtidos por Lienhard et al., (2014), que
apresar de encontrarem aumento da abundancia relativa de Gammaproteobacteria, observaram
0 preparo do solo diminuiu notavelmente a abundancia relativa dos filos de Actinobacteria e
Deltaproteobacteria, comparado ao pasto natural.
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As classes do filo Proteobacteria podem ser influenciadas de acordo com o tipo de
matéria organica persente no solo. Ao adicionar carbono de baixo peso molecular no solo,
aumenta-se a abundancia relativa de Gammaproteobacterias (EILERS et al., 2010;
GOLDFARSB et al., 2011), com adicdo de carbono recalcitrante (celulose, lignina ou tanino)
aumenta-se a abundéncia relativa de Deltaproteobacterias (GOLDFARB et al., 2011). No
presente trabalho ndo foi realizada a caracterizacdo da matéria organica, impossibilitando o
estudo destas relagdes.

As bactérias ndo classificadas da classe Sapartobacteria (filo Verrucomicrobia) foram
mais relacionadas ao cultivo de aveia e ao milho em SPD. Essas bactérias sdo aerdbias ou
anaerdbias facultativas capazes de fermentar acucares (MADIGAN et al., 2016). Apesar de
apresentar uma alta proporcdo de comunidades microbianas no solo, o filo Verrucomicrobia
ainda ndo foi bem estudado, e por isso torna-se dificil entender seu comportamento no solo
(BUCKLEY & SCHMIDT, 2003; NIELSEN et al., 2014). Também associadas as amostras de
aveia estd a familia Bradyrhizobiaceae (Alphaproteobacteria). Esses organismos s&o,
geralmente, quimiolitotroficos e anaerdbios obrigatorios, que carregam a habilidade de formar
nodulos radiculares (MADIGAN et al., 2016).

As betaproteobactérias sdo copiotroficas (crescimento rapido) e estdo altamente
correlacionadas com a acidez no solo e o pH proximo da neutralidade pode aumentar a
abundancia dessas bactérias no solo (LI et al., 2012). Sendo assim, essa classe apresentou
correlacdo tanto com o SPC, quanto com o SPD.

As familias Chitnophagaceae (Bacteroidetes) e as bactérias ndo classificadas da ordem
Myxococcales (Deltaproteobacteria) estdo relacionadas ao milho em SPD. Tem sido sugerido
que o filo Bacteroidetes € composto por bactérias copiotréficas, porque sua abundancia
relativa no solo pode aumentar apos a adi¢do de carbono, e portanto, 0 SPD que manteve
maior teor de Corg, promoveu condi¢cBes mais adequadas para o0 crescimento dessas bactérias
(FIERER et al., 2007; EILERS et al., 2010; NEMERGUT et al., 2010).

As familias Planococcaceae e Xanthomonadaceae foram relacionadas com os solos em
SPC. A maior correlacdo da familia Xanthomonadaceae com o SPC também foi observada em
cultivo de trigo (YIN et al., 2017).
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Figura 12. Analise dos Componentes Principais (PCA) em solo apds caracterizagdo inicial (x), apds aveia preta (o) e apos o cultivo do milho em
Sistema Plantio Direto (e) e Convencional (o).
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4.2. Influéncia do Sistema Plantio Direto e Convencional com Diferentes Plantas de
Cobertura na Diversidade Microbiana do Solo

Entre as coberturas de solo, a crotalaria e o feijdo de porco foram as que apresentaram,
visualmente, a melhor cobertura do solo. Em contrapartida, o milheto ndo se desenvolveu bem
e permitiu o desenvolvimento de plantas espontaneas. O tratamento sem o plantio de
sementes, apenas com as plantas espontaneas, foi o que obteve a menor cobertura. Tanto no
coquetel 1, quanto no coquetel 2, milheto teve o seu crescimento suprimido devido ao bom
desenvolvimento das leguminosas, principalmente do feij&o de porco.

4.2.1. Atributos quimicos do solo

O teor de carbono orgénico (Corg) do solo foi maior no SPD (1,82%) em comparagao
com o SPC (1,58%) (Tabela 6 e Tabela 7). O maior teor Corg no SPD em relacdo ao SPC foi
observado desde o cultivo do milho cultivado em sucessao a aveia preta (Tabela 2 e Tabela 3).
Na cultura do algodao, os solos em SPD também apresentaram maiores teores de Corg. Esses
solos ainda foram os que apresentaram maior biomassa microbiana na superficie do solo em
comparagdo com o SPC (FENG et al., 2003; WANG et al., 2011).

Tabela 6. Valores de pH, saturacdo por bases (V), carbono organico (Corg), fésforo (P) e
potéssio (K) do solo cultivado com diferentes plantas de cobertura no Sistema Plantio
Direto e Convencional em sucessdo ao milho.

PHagua V Corg P K
1:25 - % ----- ---mg.L?t ----

Milheto 5,64+0,25 70,08t6,65 1,61+0,21  16,84+10,43 79,26+34,78
Crotalaria  5,70+0,49  71,97#8,98 1,731#0,16  18,04+11,74 64,89+21,63
F.dePorco 5,55+0,39  68,82+6,18 1,65+0,31  22,48+13,75 67,531£20,22
Coquetel 1 5,58+0,27  60,87+4,07 1,89+0,54  18,92+12,01 70,05£17,07
Coquetel 2 5,55+0,25  69,42+6,46  1,68+0,21 17,23+6,03 74,85+24,25
Plantas Esp. 5,72+0,18  70,89+4,57 1,63+0,29  30,06+17,54 65,43+16,88
SPC 5,70+0,38  69,52+7,32  1,58+0,25 16,67+12,40 98,47+49,68
SPD 555+0,24  70,36+4,78  1,82+0,32  24,52+11,73 73,83+21,39

Dados apresentados como média + desvio padrao.

O teor de fosforo (P) foi maior no SPD (24,52 mg.L™?) em relagdo ao SPC (16,67
mg.L?). Devido ao esgotamento do fosforo nas camadas subsuperficiais pelos cultivos
sucessivos, € comum haver acimulo de P na camada superficial durante longo periodo sob o
Sistema Plantio Direto (SANTOS et al., 2008). Esse acumulo pode ser até duas vezes maior
no SPD do que no SPC (DORR de QUADROS et al., 2012). Em areas de SPD, a longo prazo,
as plantas absorvem o P nas camadas subsuperficiais e suas palhadas, que foram mantidas em
superficie, contribuiram para que o fésforo fosse acumulado na camada superficial (0-5 cm).
Entretanto, a curto prazo este efeito pode ser atribuido a fixacdo do fosfato, que é maior no
SPC devido ao revolvimento do solo, aumentando a superficie de contato do fosfato com os
oxidos de ferro e a caulinita (VALLADARES, 2003). O maior teor de Corg no SPD também
favoreceu para que houvesse maior teor de P nesses solos. A matéria organica tanto pode
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adsorver o fosforo como também bloquear os sitios de adsor¢éo que ocorrem nas superficies
das argilas e dos 6xidos de ferro e aluminio (SANYAL & DE DATTA, 1991).

Tabela 7. Valores de p das analises estatisticas dos atributos quimicos do solo cultivado
com diferentes plantas de cobertura no Sistema Plantio Direto e Convencional em
sucessdo ao milho.

pH \Y% Corg P K
Milheto x Crotaléria 0,9993 0,9977 0,9615 1,0000 0,8603
Milheto x F. de Porco 0,9939 0,9990 0,9995 0,9391 0,6939
Milheto x Coquetel 1 0,9984 0,9952 0,4084 0,9994 0,9837
Milheto x Coquetel 2 0,9934 0,9999 0,9945 1,0000 0,9743
Milheto x Plantas Esp. 0,9976 0,9999 1,0000 0,2841 0,9991
Crotalaria x F. de Porco 0,9460 0,9638 0,9957 0,9778 0,9996
Crotaléria x Coquetel 1 0,9731 0,9283 0,8798 1,0000 0,9970
Crotalaria x Coquetel 2 0,9441 0,9849 0,9997 1,0000 0,9987
Crotalaria x Plantas Esp. 1,0000 0,9999 0,9877 0,3856 0,9695
F. de Porco x Coquetel 1 1,0000 1,0000 0,6033 0,9917 0,9691
F. de Porco x Coquetel 2 1,0000 1,0000 0,9999 0,9546 0,9798
F. de Porco x Plantas Esp. 0,9181 0,9911 1,0000 0,8169 0,8818
Coquetel 1 x Coquetel 2 1,0000 0,9997 0,7344 0,9998 1,0000
Coquetel 1 x Plantas Esp. 0,9548 0,9760 0,5223 0,4692 0,9996
Coquetel 2 x Plantas Esp. 0,9157 0,9977 0,9993 0,3151 0,9988
SPC x SPD 0,1354 0,6733 0,0072 0,0332 0,2273

Entretanto, ndo se observou efeito das diferentes plantas de cobertura nos atributos
quimicos do solo. Esse resultado ndo corrobora com os de Dorr de Quadros et al. (2012), que
encontraram diferentes valores de pH e teores de P e Corg nas rotagOes: aveia/ervilhaca
durante o inverno e milho/feijdo-caupi durante o verdo; aveia durante o inverno e milho
durante o verdo; e ervilhaca durante o inverno e milho durante o verdo.

4.2.2. Diversidade bacteriana do solo

Apos a filtragem das sequéncias de baixa qualidade e tamanho menor que o esperado,
um total de 1.817.909 sequéncias foram obtidas das 48 amostras de solo analisadas.
Posteriormente, cada amostra foi padronizada com 28.163 sequéncias, de acordo com a
amostra com o menor numero de sequéncias. Estas sequencias foram classificadas em 32.402
OTUs (Unidades Taxondmicas Operacionais) com 97% de similaridade. As curvas de
rarefacdo das OTUs tendem a atingir o platd com o nimero total de sequencias analisadas
(Figura 13), o que indica que o esforgco amostral foi suficiente para cobrir a diversidade
existente, ou seja, 0 aumento desse valor teria um impacto minimo no nimero de OTUs.

As comunidades microbianas podem ser diretamente afetadas pelo cultivo do solo,
devido as modificacOes de seu habitat, perda de conectividade dos individuos e espécies, e
tambem pela erosdo (YOUNG & RITZ, 2000). Os frequentes disturbios associados ao
revolvimento do solo no SPC podem conduzir a diferentes padrbes de alfa-diversidade em
elacdo ao SPD, favorecendo espécies com melhor dispersdo ou tolerantes a perturbacao
(BUCKLING et al., 2000; CONNELL, 1978), portanto, ndo apenas afetando a composicéo
das comunidades do solo, mas também sua diversidade (SMITH et al., 2016).

Porém, a riqueza de espécies, que também pode ser indicada pelo nimero de OTUs,
ndo foi diferente entre 0 SPC e 0 SPD. A exemplo do que ja foi observado nas curvas de
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rarefacdo, o s indices de alfa-diversidade (Chaol, Ace, Shannon e Simpson), ndo foram
afetados pelos diferentes sistema de plantio (SPC e SPD) (Figura 14 e Tabela 8).
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—— Milheto SPD 1 —— Milheto SPD 2 —— Milheto SPD 3 —— Milheto SPD 4
Crotalaria SPC 1 Crotaléria SPC 2 Crotalaria SPC 3 Crotaléria SPC 4
—— Crotalaria SPD 1 —— Crotalaria SPD 2 —— Crotalaria SPD 3 —— Crotalaria SPD 4
Feijdo de Porco SPC 1 Feijdo de Porco SPC 2 Feijdo de Porco SPC 3 Feijdo de Porco SPC 4
—— [Feijdo de Porco SPD 1 ———Feijdo de Porco SPD 2 - Feijdo de Porco SPD 3 ——Feijdo de Porco SPD 4
Coquetel 1 SPC 1 Coquetel 1 SPC 2 Coquetel 1 SPC 3 Coquetel 1 SPC 4
Coquetel 1 SPD 1 Coquetel 1 SPD 2 Coquetel 1 SPD 3 Coquetel 1 SPD 4
Coquetel 2 SPC 1 Coquetel 2 SPC 2 Coquetel 2 SPC 3 Coquetel 2 SPC 4
—— Coquetel 2 SPD 1 —— Coquetel 2 SPD 2 —— Coquetel 2 SPD 3 —— Coquetel 2 SPD 4
Plantas Esp. SPC 1 Plantas Esp. SPC 2 Plantas Esp. SPC 3 Plantas Esp. SPC 4
- Plantas Esp. SPD 1 - Plantas Esp. SPD 2 - Plantas Esp. SPD 3 - Plantas Esp. SPD 4

Figura 13. Curvas de rarefagdo das OTUs com 97% de similaridade por amostra de solo
cultivado com diferentes plantas de cobertura no Sistema Plantio Direto e Convencional
em sucessdo ao milho.

Esse resultado corrobora com o encontrado na comparacdo do cultivo minimo com o
SPC no plantio de colza (Brassica napus). No estudo, também néo foi observada diferenca no
nimero de OTUs entre os sistemas de plantio (RATHORE, 2018). Porém, quando
observamos o efeito das diferentes plantas de cobertura, nota-se que ha uma tendéncia de
maior riqueza nas amostras de plantas espontaneas (media de 4.827 OTUs) em relacdo as
amostras de milheto (média de 4.471 OTUs) (Figura 13 e Anexo C)

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os indices de riqueza estimada
(Chaol e Ace), foi observado que houve maior valor no indice Shannon entre plantas
espontaneas (7,2) em comparacdo com a crotalaria (6,9) (Figura 14 e Tabela 8). Como o
indice Shannon combina dois atributos de uma comunidade: riqueza de espécies e
equitabilidade (HURLBERT, 1971; PEET, 1974), a maior diversidade de plantas na parcela
de plantas espontaneas pode ter estimulado a maior equitabilidade de microrganismos no solo
devido a variabilidade dos exsudados provenientes de plantas de espécies diferentes. No
plantio da crotalaria, a boa cobertura do solo inibiu o crescimento de plantas espontaneas e,
por sua vez, diminuindo a variabilidade de exsudados e assim, levando a menor riqueza de
espécies e dominancia de alguns grupos. Esse resultado, portanto, corrobora outros estudos,
que encontraram relacdes positivas entre biodiversidade acima e abaixo da superficie do solo
(HOOPER et al., 2005; ZAK et al., 2003).
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Figura 14. indices de alfa-diversidade Chaol (A), Ace (B), Shannon (C) e Simpson (D) de
solo cultivado com diferentes plantas de cobertura no Sistema Plantio Direto e
Convencional em sucessdo ao milho.

Tabela 8. Valores de p das analises estatisticas dos indices de alfa-diversidade em solos
cultivados com diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e
Convencional em sucessdo ao milho.

Chaol Ace Shannon Simpson
Milheto x Crotalaria 0,9905 0,9996 0,5599 0,5678
Milheto x F. de Porco 0,9972 0,8323 0,8841 0,9784
Milheto x Coquetel 1 1,0000 0,9881 0,9616 0,9899
Milheto x Coquetel 2 1,0000 1,0000 0,9958 0,9977
Milheto x Plantas Esp. 0,4326 0,4724 0,6783 1,0000
Crotaléaria x F. de Porco 0,8942 0,6588 0,9915 0,9337
Crotaléria x Coquetel 1 0,9929 0,9339 0,9562 0,8973
Crotalaria x Coquetel 2 0,9985 0,9999 0,8489 0,8268
Crotalaria x Plantas Esp. 0,1590 0,3008 0,0356 0,5715
F. de Porco x Coquetel 1 0,9960 0,9921 0,9998 1,0000
F. de Porco x Coquetel 2 0,9858 0,7781 0,9915 0,9998
F. de Porco x Plantas Esp. 0,7178 0,9899 0,1324 0,9792
Coquetel 1 x Coquetel 2 1,0000 0,9762 0,9995 1,0000
Coquetel 1 x Plantas Esp. 0,4117 0,8429 0,2195 0,9903
Coquetel 2 x Plantas Esp. 0,3256 0,4096 0,3718 0,9978
SPC x SPD 0,7378 0,8073 0,1904 0,3257
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As comunidades bacterianas dos solos com diferentes plantas de cobertura no SPD e
SPC foram dominadas pelos filos Proteobacteria (31,2%), Actinobacteria (15,7%) e
Acidobacteria (14,6%) (Figura 15). Estes trés filos também foram os mais abundantes entre a
caracterizacdo inicial, a aveia e os cultivos de milho em SPC e SPD. Porém, o filo Firmicutes,
que foi o terceiro mais abundante (12,2%) na caracterizacdo inicial, foi o oitavo mais
abundante nos solos ap6s as plantas de cobertura (4,5%). A diminuicdo da abundancia relativa
do filo Firmicutes ap6s as plantas de cobertura em relacdo a caracterizagdo inicial e 0s
cultivos de aveia e milho, corrobora com o estudo que comparou uma area de mata nativa
com uma area em SPD. Observou-se que esse filo foi o terceiro mais abundante em &rea de
floresta e 0 quarto mais abundante em area de producdo agricola. Indicando que a diminuigéo
da abundancia relativa desse filo em ambos o0s experimentos estd ligada a sequéncia de
culturas (RISSI, 2015).

Entre os filos que foram afetados pelo sistema de plantio, os filos Actinobacteria,
Bacteroidetes e Gemmatimonadetes apresentaram maiores abundancias relativas no SPC
(16,7% e 1,2%, respectivamente) em relacdo ao SPD (14,7% e 0,9%, respectivamente). Em
contrapartida, no filo Bacteroidetes, houve menor abundancia relativa no SPC (9,4%) em
relagcdo ao SPD (11,7%) (Figura 15 e Tabela 9).
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Figura 15. Filos bacterianos com abundancia relativa média maior que 1% encontrados em
solo cultivado com diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e
Convencional em sucessédo ao milho.

A maior abundancia relativa do filo Actinobacteria em SPC corrobora com o0s
resultados de Sengupta & Dick (2015), que observaram, em solos de produgdo de gréos,
maiores abundancias relativas de Actinobacteria no SPC em comparacdo ao SPD. Porém,
solos agricolas sob SPC e solos de pastagem nativa foram comparadas, as actinobactérias
foram mais abundantes nos solos que nunca foram cultivados (CARBONETTO et al., 2014).
Sugerindo, portanto, que essas bactérias tendem a ser mais abundantes em solos néo
perturbados e que a aracdo e o preparo secundario do solo tendem a homogeneizar o solo e
reduzir os microambientes Unicos (ou seja, especificos), onde estas popula¢des podem residir
(SENGUPTA & DICK, 2015).

Em diversos estudos o filo Gemmatimonadetes foi mais abundante em solos
cultivados em SPC em comparagdo ao SPD (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2010; DORR DE
QUADROS et al., 2012; SENGUPTA & DICK, 2015). Além disso, a abundancia relativa de
filo Gemmatimonadetes foi aumentada em solos florestais fertilizados com nitrogénio
(NEMERGUT et al., 2008). Muito pouco se sabe sobre a fisiologia, genética e ecologia das
bactérias do solo pertencentes ao filo Gemmatimonadetes porque poucos representantes deste
filo foram cultivados em meios de cultura (AISLABIE & DESLIPPE, 2013).
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Tabela 9. Valores de p das analises estatisticas dos filos em solo cultivado com diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e

Convencional em sucessao ao milho.

Proteobacteria Actinobacteria bAagitgl?i-a Bacteroidetes Xﬁg:gg?a n%?)cégsi:i?, Firmicutes Planctomycetes Chloroflexi rﬁg?ﬁ'g:tt;é
Milheto x Crotalaria 0,5397 0,9334 09940  0,5345 0,8783  1,0000  0,9569 1,0000 0,9996 0,9765
Milheto x F. de Porco 0,8882 1,0000 0,896  0,9762 09998 08325 10000 0,9976 0,9999 0,9999
Milheto x Coquetel 1 0,9196 0,9737 0,8994  0,9954 09981 09995  0,9587 0,9783 0,9366 1,0000
Milheto x Coquetel 2 0,0981 1,0000 09760  0,9612 09891  1,0000  0,9968 1,0000 0,9530 0,0698
Milheto x Plantas Esp. 0,2890 0,9997 0,8505 0,999 09999 00376 09705 0,0275 0,8120 0,9909
Crotaléria x F. de Porco 0,0848 0,9699 1,0000  0,1684 0,7468 08866  0,9184 0,9923 0,9942 0,9207
Crotaléria x Coquetel 1 0,1028 1,0000 09957  0,2531 09838  1,0000 10000 0,9572 0,8169 0,9552
Crotaléria x Coquetel 2 0,2981 0,9050 1,0000 0,414 09965  1,0000  0,9990 1,0000 0,8483 1,0000
Crotaléria x Plantas Esp. 0,9977 0,9870 09886  0,6791 09526 00277 1,000 0,0373 0,9339 1,0000
F. de Porco x Coquetel 1 1,0000 0,9912 09979 0,999 09817 09493 09211 0,9998 0,9810 1,0000
F. de Porco x Coquetel 2 0,9860 0,9998 1,0000  1,0000 09485 08102 09891 0,9907 0,9878 0,9061
F. de POE:pf‘ Plantas 0,0302 1,0000 0,933 0,960 09958 00015 09397 0,0086 0,6818 0,9574
Coquetel 1 x Coquetel 2 0,0928 0,9575 0,9996  0,9996 1,0000 0,990 0,991 0,9520 1,0000 0,449
Coq”etel'zipx Plantas 0,0375 0,9974 1,0000 09751 1,0000  0,0167 1,0000 0,0041 0,2752 0,9792
Coq”etel'zipx Plantas 0,1322 0,9988 09980  0,8961 09989  0,0420 0,9996 0,0395 0,3066 1,0000
SPC x SPD 0,4406 0,0220 0,8015  0,0358 00906 01780  0,5256 0,1521 0,0897 0,0003
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Bacteroidetes do solo geralmente sdo pertencem as classes Sphingobacteria, e
Flavobacteriaceae. Por serem considerados copiotroficos, apos a adicdo de carbono, tendem a
aumentar a sua abundancia relativa (FIERER et al., 2007; EILERS et al., 2010). Os solos em
SPD, apresentarem maior teor de Corg em relacdo ao SPC, o que pode ter levado a maior
abundéncia relativa deste filo.

Quando as plantas de cobertura foram comparadas, as plantas espontaneas
apresentaram maior abundancia do filo Planctomycetes e de bactérias ndo classificadas (5,9%
e 6,9%), quando comparadas ao milheto (5,1% e 5,6%), crotalaria (5,1% e 5,6%), feijao de
porco (5,0% e 5,1%), coquetel 1 (4,9% e 5,5%) e coquetel 2 (5,1% e 5,6% ). Porém,
apresentaram menor abundancia do filo Proteobacteria (28,2%) em relacdo ao feijao de porco
(33,3%) e coquetel 1 (33,1%). Nao houve diferenca significativa entre as plantas espontaneas
e 0 milheto (31,6%), crotalaria (28,9%) e coquetel 2 (32,2%) (Figura 15 e Tabela 9).

Entre as classes pertencentes ao filo Proteobacteria, a classe Gammaproteobacteria
apresentou maior abundancia relativa no SPD (5,5%) em comparacdo com SPC (4,2%)
(Figura 16 e Tabela 10). As bactérias da classe Gammaproteobacteria sdo consideradas
copiotroficas, ou seja, sdo mais prevalentes quando a disponibilidade de recursos é alta
(FIERER et al., 2007). Por isso, a maior abundancia dessa classe pode estar associada aos
maiores teores de P e Corg nos solos de SPD.
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Figura 16. Classes bacterianas do filo Proteobacteria encontradas em solo cultivado com
diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e Convencional em sucesséo ao
milho.

Em outro estudo a classe também foi afetada pelo sistema de cultivo, sendo mais
abundante em solos em SPD e associada aos maiores teores de Corg (NAVARRO-NOYA et
al., 2013). Porém, em outro estudo, mesmo com maiores teores de Corg no SPD, ndo houve
maior abundancia relativa da classe Gammaproteobacteria nesse tratamento (SOUZA et al.,
2013).

Em relacéo as plantas de cobertura, a crotalaria e as plantas espontaneas promoveram
as menores abundancias relativas da classe Alphaproteobacteria (12,4% e 11,9%,
respectivamente) em relacdo ao feijdo de porco (14,9%), coquetel 1 (14,9%) e coquetel 2
(15,0%).

As familias mais abundantes foram as bactérias ndo classificadas (média de 5,7%),
Chitinophagaceae (média de 5,7%), da classe Gp6 ndo classificadas (média de 4,8%), da
classe Spartobacteria ndo classificadas (média de 4,2%), da classe Betaproteobacteria ndo
classificadas (meédia de 3,9%) e da ordem Rhizobiales ndo classificadas (média de 3,7%)
(Figura 17).
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As familias Gaiellaceae (filo Actinobacteria) e Gemmatimonadaceae (filo
Gemmatimonadetes) apresentaram maior abundancia relativa no SPC (3,2 e 1,2%,
respectivamente) em comparagdo com o SPD (2,7 e 0,9%, respectivamente). Enquanto nas
familias ndo classificadas da classe Spartobacteria (filo Verrucomicrobia) e na familia
Flavobacteriaceae (filo Bacteroidetes), a maior abundancia relativa foi observada no SPD
(4,6% e 2,9%, respectivamente) em comparagdo com o SPC (3,7% e 1,2%, respectivamente)
(Figura 17 e Tabela 11).

Tabela 10. Valores de p das andlises estatisticas das classes bacterianas em solo cultivado
com diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e Convencional em
sucesséo ao milho.

Alpha- Beta- Gamma- Delta-

Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria
Milheto x Crotalaria 0,5340 0,9880 1,0000 0,2402
Milheto x F. de Porco 0,5806 0,8029 0,8916 0,2046
Milheto x Coquetel 1 0,6466 0,5605 0,9981 0,4511
Milheto x Coquetel 2 0,5406 0,9660 0,9990 0,6914
Milheto x Plantas Esp. 0,2263 0,9999 0,8840 0,9472
Crotalaria x F. de Porco 0,0218 0,4233 0,9360 1,0000
Crotalaria x Coquetel 1 0,0284 0,2213 0,9997 0,9984
Crotalaria x Coquetel 2 0,0186 0,7104 0,9957 0,9670
Crotalaria x Plantas Esp. 0,9921 0,9986 0,8238 0,7471
F. de Porco x Coquetel 1 1,0000 0,9985 0,9869 0,9960
F. de Porco x Coquetel 2 1,0000 0,9971 0,7067 0,9485
F. de Porco x Plantas Esp. 0,0047 0,6690 0,2853 0,6946
Coquetel 1 x Coquetel 2 1,0000 0,9512 0,9672 0,9988
Coquetel 1 x Plantas Esp. 0,0063 0,4175 0,6611 0,9280
Coquetel 2 x Plantas Esp. 0,0039 0,9041 0,9786 0,9923
SPC x SPD 0,2925 0,2382 0,0261 0,2991

Em solos de trigo, também foi encontrada maior abundéancia relativa da familia
Gaiellaceae no SPC em comparacdo com o SPD (YIN et al., 2017). Embora esse género
também tenha sido relatado em campos de arroz e na rizosfera de Crotalaria juncea da Coréia
do Sul (EO et al., 2015; AHN et al., 2016) e milho nos Andes Peruanos (CORREA-
GALEOTE et al., 2016), pouca informacdo estd disponivel sobre sua importancia agricola
(LUPWAYI et al., 2017). Gaiella spp. sdo descritos como gram-negativos, estritamente
aerobico e positivo para oxidase e catalase (ALBUQUERQUE et al., 2011).

Todas as OTUs identificadas pertencentes ao filo Gemmatimonadetes séo membros da
familia Gemmatimonadaceae e do género Gemmatimonas. Membros desse género sdo
relatados como abundantes em solos (DEBRUYN et al., 2011). E, sua presenca em ambientes
com uma ampla gama de concentragdes de nutrientes e estados redox, sugere que possuem
metabolismos versateis (DEBRUYN et al., 2011).

O filo Verrucomicrobia é onipresente no solo e podem ser oligotréficos, o que pode
explicar por que eles estdo sub-representados em colecfes culturais (JANSSEN, 2006). A
ecologia da Verrucomicrobia permanece pouco compreendida. O principal grupo de
Verrucomicrobia encontrado no solo é a classe Spartobacteria, da subdivisédo 2, que é relatada
como abundantes em pradarias e horizontes subterraneos do solo a 10-50 cm de profundidade
(AISLABIE & DESLIPPE, 2013; BERGMANN et al. 2011). Apesar de ainda ndao serem bem
estudadas, as bactérias do filo Verrucomicrobia sdo abundantes no solo (BUCKLEY &
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SCHMIDT, 2003; NIELSEN et al., 2014). Como j& observado nos cultivos de milho, essas
bactérias sdo mais abundantes em solos em SPD em comparagdo com solos em SPC (Figura 9
e Tabela 4).
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Gp16 ndo classificadas
® Gemmatimonadaceae
® Pseudomonadaceae
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Figura 17. Familias bacterianas com abundéncia relativa média maior que 1% encontradas
em solo cultivado com diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e
Convencional em sucessédo ao milho.

A familia Flavobacteriaceae pertence a ordem Flavobacteriales, normalmente contém
quimiorganotroficos aerobios ou anaerobios facultativos. Como a maioria dos Bacteroidetes,
esses organismos sdo bacilos gram-negativos, sacaroliticos, e muitas espécies apresentam
motilidade deslizante. Os membros deste grupo sdo amplamente encontrados em solos, onde
geralmente degradam polissacarideos complexos. Espécies do género Flavobacterium, as
mais abundantes no presente estudo, na sua maioria sdo aerobias, embora algumas sejam
capazes de reduzir nitrato, em uma forma anaerobia de respiragdo. As flavobactérias com
frequéncia produzem pigmentos amarelos, e geralmente s&o sacaroliticas; grande parte ainda
podem degradar amido e proteinas (MADIGAN et al., 2016).

Em relagdo as plantas de cobertura, as plantas esponténeas apresentaram maior
abundancia relativa da familia de bactérias ndo classificadas (6,9%) em relacdo ao milheto
(5,6%), crotalaria (5,6%), feijdo de porco (5,1%), coquetel 1 (5,5%) e coquetel 2 (5,6%). As
plantas espontdneas também apresentaram maior abundancia relativa da familia
Planctomycetaceae (3,4%) em relacdo ao milheto (2,6%), crotalaria (2,6%), feijdo de porco
(2,5%) e coquetel 1 (2,6%). Porém apresentaram menor abundancia relativa da familia
Sphingomonadaceae (1,7%) em relagdo ao feijao de porco (3,5%) e coquetel (4,0%), e menor
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abundancia relativa da familia Bradyrhizobiaceae (1,2%) em relacdo ao coquetel 2 (1,8%). O
coquetel 1 apresentou maior abundancia relativa da familia Sphingomonadaceae (4,0%) em
relacdo a crotaléria (2,3%).

Dentro da ordem Rhizobiales (classe Alphaproteobacteria) existem 9 géneros que
apresentam rizébios, entre eles o Bradyrhizobium (familia Bradyrhizobiaceae). Esses
organismos sao, geralmente, quimiolitotréficos e anaerdbios obrigatérios, e 0s genes que
carregam a habilidade de formar nddulos radiculares foram claramente distribuidos entre
esses géneros por transferéncia horizontal de genes. Cada género possui um espectro diferente
de plantas hospedeiras que pode colonizar. As bactérias do género Bradyrhizobium formam
nodulos radiculares com soja e outras leguminosas, inclusive feijdo de porco (HERNANDEZ
FORTE et al., 2012) e crotalaria (SRIDEVI et al., 2007).

4.2.3. Correlagdo entre os atributos quimicos e a diversidade bacteriana

A relacdo entre os atributos quimicos do solo, os sistemas de cultivo (SPC e SPD) e 0s
filos, classes e familias que foram significativamente diferentes entre os tratamentos pode ser
visualizada através da analise dos componentes principais (PCA) (Figura 8).

De forma geral houve uma diferenciacdo da estrutura da comunidade bacteriana entre
o Sistema Plantio Convencional e o Sistema Plantio Direto, em que associados ao SPC,
encontram-se o K, que apesar de ndo ser estatisticamente diferente, apresentou maior média
nesse sistema de cultivo (Tabela 6 e Tabela 7), e os filos Actinobacteria, influenciado pela
familia Gaiellaceae, e Gematimonadetes, influenciado pela familia Gemmatimonadetes. No
quadrante oposto, o teor de Corg, o filo Bacteroidetes, influenciado pela familia
Flavobacteriaceae, e a classe Gammaproteobacteria (filo Proteobacteria) apresentaram-se
relacionados com o SPD.

A relacdo entre os atributos quimicos do solo, as coberturas (milheto, crotaléria, feijdo
de porco, coquetéis 1 e 2 e as plantas espontaneas) e os filos, classes e familias que foram
significativamente diferentes entre os tratamentos podem ser visualizada através da anélise
dos componentes principais (PCA) (Figura 19).

Houve uma diferenciacdo da estrutura da comunidade bacteriana de solos de plantas
espontaneas em relacdo aos demais tratamentos, porém uma vez que as diferentes plantas de
cobertura ndo promoveram diferencas significativas nos atributos quimicos do solo, as
variaveis Corg, P, pH, V e K ndo estdo associadas a nenhuma cobertura especificamente.

Entretanto, observa-se que enquanto o filo Proteobacteria esta mais associado ao feijao
de porco e ao coquetel 1, a familia Bradyrhizobiaceae (classe Alphaproteobacteria) estd mais
associada ao coquetel 2. A classe Alphaproteobacteria (Proteobacteria) e a familia
Sphingomonadaceae (Alphaproteobacteria) estdo posicionados entre as trés coberturas,
associados ao feijao de porco, ao coquetel 1 e ao coquetel 2. No eixo oposto, as bacterias nao
classificadas e as pertencentes ao filo Planctomycetes, influenciado pela familia
Planctomycetaceae, apresentaram relacdo com as plantas espontaneas, cobertura na qual
apresentaram maior abundancia relativa em comparagdo com as demais coberturas.

Portanto, o feijao de porco apresentou estrutura da comunidade bacteriana proxima aos
coquetéis 1 e 2, provavelmente por ter tido bom desenvolvimento e suprimido o crescimento
das demais coberturas (crotalaria e milheto) nesses tratamentos.
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Tabela 11. Valores de p das analises estatisticas das familias bacterianas em solo cultivado com diferentes plantas de cobertura em Sistema
Plantio Direto e Convencional em sucesséo ao milho.

Bactérias néo . Gp6 néo Spartobacteria  Betaproteobacteria Rhizobiales ndo Myxococcales .

classificadas Chitinophagaceae classificada ndo classificada ndo classificada classificada ndo classif. Gaiellaceae
Milheto x Crotalaria 1,0000 0,9997 0,9983 0,9197 0,9908 0,9947 0,7519 0,9646
Milheto x F. de Porco 0,8325 0,6076 0,9692 1,0000 0,9980 0,9995 0,5175 0,8798
Milheto x Coquetel 1 0,9995 0,9591 1,0000 0,8829 0,4726 0,9859 0,9223 0,7595
Milheto x Coquetel 2 1,0000 0,6546 1,0000 0,9224 0,9941 0,2996 0,9299 0,4515
Milheto x Plantas Esp. 0,0376 0,6415 0,7923 0,9829 0,9873 0,9983 0,9560 0,8157
Crotalaria x F. de Porco 0,8866 0,7786 0,9991 0,8747 1,0000 0,9546 0,9989 0,9997
Crotalaria x Coquetel 1 1,0000 0,9936 0,9957 1,0000 0,1819 0,8433 0,9989 0,9942
Crotalaria x Coquetel 2 1,0000 0,8177 0,9997 1,0000 1,0000 0,1115 0,9985 0,9016
Crotaldria x Plantas Esp. 0,0277 0,8071 0,5422 0,5619 0,8183 0,9331 0,9955 0,9979
F. de Porco x Coquetel 1 0,9493 0,9724 0,9516 0,8285 0,2464 0,9995 0,9724 0,9999
F. de Porco x Coquetel 2 0,8102 1,0000 0,9856 0,8782 1,0000 0,4823 0,9683 0,9742
F. de Porco x Plantas Esp. 0,0015 1,0000 0,3290 0,9931 0,8917 1,0000 0,9468 1,0000
Coquetel 1 x Coquetel 2 0,9990 0,9825 0,9999 1,0000 0,2017 0,6856 1,0000 0,9958
Coquetel 1 x Plantas Esp. 0,0167 0,9800 0,8366 0,4973 0,8470 0,9999 1,0000 1,0000
Coquetel 2 x Plantas Esp. 0,0420 1,0000 0,7226 0,5672 0,8448 0,5355 1,0000 0,9898
SPC x SPD 0,1780 0,9303 0,7389 0,0188 0,9572 0,8761 0,3463 0,0063
Milheto x Crotalaria 0,9698 1,0000 0,9997 0,9979 0,3260 0,9821 0,9672 0,9931
Milheto x F. de Porco 0,6343 0,9624 0,9981 0,9952 0,9998 0,9123 0,9468 1,0000
Milheto x Coquetel 1 0,1556 0,9992 0,9928 0,9981 1,0000 0,8376 0,9996 0,4141
Milheto x Coquetel 2 0,9986 0,9604 1,0000 0,9965 1,0000 0,9999 0,9834 1,0000
Milheto x Plantas Esp. 0,4613 0,0079 0,9588 0,9998 0,9669 0,6985 1,0000 0,0957
Crotalaria x F. de Porco 0,2097 0,9829 0,9780 1,0000 0,4814 0,5428 1,0000 0,9866
Crotaléria x Coquetel 1 0,0271 0,9999 0,9998 0,9540 0,3164 0,4296 0,9963 0,7555

Continua...
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Continuacdo da Tabela 11.

Bactérias ndo Gp6 nédo Spartobacteria  Betaproteobacteria Rhizobiales ndo Myxococcales

classificadas Chitinophagaceae classificada ndo classificada nao classificada classificada nao classif. Gaiellaceae
Crotalaria x Coquetel 2 0,8458 0,9264 0,9999 0,9396 0,3108 0,9449 1,0000 0,9964
Crotalaria x Plantas Esp. 0,8967 0,0054 0,9942 1,0000 0,7963 0,9727 0,9785 0,2796
F. de Porco x Coquetel 1 0,9351 0,9971 0,9194 0,9335 0,9997 1,0000 0,9914 0,3645
F. de Porco x Coquetel 2 0,8556 0,5754 0,9966 0,9155 0,9996 0,9657 0,9999 1,0000
F. de Porco x Plantas Esp. 0,0201 0,0008 0,8045 0,9998 0,9950 0,1649 0,9629 0,0789
Coquetel 1 x Coquetel 2 0,3169 0,8427 0,9955 1,0000 1,0000 0,9198 0,9990 0,4566
Coquetel 1 x Plantas Esp. 0,0016 0,0030 0,9998 0,9824 0,9634 0,1136 0,9999 0,9632
Coquetel 2 x Plantas Esp. 0,2509 0,0633 0,9690 0,9748 0,9612 0,5690 0,9901 0,1114
SPC x SPD 0,8220 0,6534 0,8005 0,1578 0,0307 0,9188 0,6445 0,0628
Milheto x Crotalaria 0,7097 0,9920 0,6734 0,2738 0,9994 0,6321 1,0000 0,9765
Milheto x F. de Porco 0,9920 0,9840 0,4782 0,8711 0,5486 1,0000 0,8845 0,9999
Milheto x Coquetel 1 1,0000 0,9159 0,3370 0,9993 0,9610 0,9103 0,9987 1,0000
Milheto x Coquetel 2 0,9809 0,0856 0,6175 0,9820 1,0000 1,0000 0,9995 0,9698
Milheto x Plantas Esp. 1,0000 0,9632 0,9916 0,6138 0,9535 0,4924 1,0000 0,9909
Crotalaria x F. de Porco 0,9553 0,8106 0,9996 0,8943 0,7513 0,6158 0,9121 0,9207
Crotalaria x Coquetel 1 0,7522 0,6207 0,9931 0,4566 0,9961 0,9940 0,9996 0,9552
Crotalaria x Coquetel 2 0,9769 0,0218 1,0000 0,6747 0,9999 0,6236 0,9986 1,0000
Crotalaria x Plantas Esp. 0,7718 0,9999 0,9424 0,9910 0,8385 0,9999 1,0000 1,0000
F. de Porco x Coquetel 1 0,9957 0,9995 0,9999 0,9696 0,9528 0,9012 0,9815 1,0000
F. de Porco x Coquetel 2 1,0000 0,3095 0,9999 0,9980 0,6226 1,0000 0,7218 0,9061
F. de Porco x Plantas Esp. 0,9969 0,6760 0,8252 0,9970 0,1373 0,4765 0,8329 0,9574
Coquetel 1 x Coquetel 2 0,9883 0,4936 0,9969 0,9993 0,9799 0,9056 0,9789 0,9449
Coquetel 1 x Plantas Esp. 1,0000 0,4722 0,6878 0,8120 0,5504 0,9719 0,9955 0,9792
Coquetel 2 x Plantas Esp. 0,9910 0,0118 0,9162 0,9452 0,9222 0,4841 0,9999 1,0000
SPC x SPD 0,0505 0,9016 0,2292 0,0590 0,3287 0,7508 0,2243 0,0003
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Figura 18. Analise dos Componentes Principais (PCA) do efeito dos Sistemas Plantio Direto (SPD) e Convencional (SPC) com diferentes

plantas de cobertura em sucessao ao milho (e = SPC e o = SPD).
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Figura 19. Analise dos Componentes Principais (PCA) do efeito de diferentes plantas de cobertura em Sistema Plantio Direto e Convencional

em sucessdo ao milho (e = Milheto, m = Crotaldria, ¢ = Feijdo de Porco, ¥ = Coquetel 1, A = Coquetel 2 e x = Plantas Espontaneas).
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5. CONCLUSOES

A conversdo de area de pastagem para &rea de producgdo agricola levou ao aumento
dos indices de alfa-diversidade de bactérias dos solos. O candidato a divisdo WPS-1 teve
abundancia relativa aumentada e a familia Micrococcaceae apresentou queda em sua
abundéancia relativa ap0s a conversdo para area agricola.

Entre os cultivos de milho em SPC e em SPD, nao houve diferenca nos indices de
alfa-diversidade. As familias ndo classificadas da classe Spartobacteria e Chitinophagaceae
foram mais abundantes no milho em SPD.

Ap6s o cultivo das plantas de cobertura, os diferentes sistemas (SPD e SPC) ndo
promoveram diferencas nos indices de alfa-diversidade. No SPD houve maior abundéncia
relativa das familias ndo classificadas da classe Spartobacteria e Flavobacteriaceae e menor
abundancia relativa das familias Gaiellaceae e Gemmatimonadaceae em relacéo ao SPC.

As plantas espontaneas promoveram maior indices de alfa-diversidade bacteriana em
relacdo a crotalaria. O feijdo de porco e os coquetéis 1 e 2 promoveram maior abundancia
relativa das familias Sphingomonadaceae e Bradyrhyzobiacae enquanto as plantas
espontaneas resultaram em maior abundancia relativa das bactérias ndo classificadas e da
familia Planctomycetaceae.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Espera-se que nos proximos ciclos, os efeitos das diferentes plantas de cobertura
manejadas no SPC e SPD nas caracteristicas fisico-quimicas e nas caracteristicas da
comunidade bacteriana sejam mais evidentes, uma vez que, até o presente momento foram
avaliados seus efeitos apds o cultivo.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo A — Atributos Quimicos e Quantificacdo do DNA Extraido do Solo

Tabela 12. Valores dos atributos quimicos e quantificacio do DNA extraido do solo por espectrofotdmetro (Nano Drop ND-1000
Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific).

Amostra Na Ca Mg K H+Al Al s T V m n pHgw MO P K  Corg N’:g;gi‘(’j)s Acsorzso
emoledmB -cccomceeoceeee e % ------ 1:25 % ---mg.L?! -- % ng.uL?

Inicial 1 005 12 11 0,01 19 03 241 431 56 1204 1 53 438 2,00 55 2,54 6,5 2,14
Inicial 2 005 11 13 0,01 40 02 249 6,49 38 846 1 56 412 2,00 55 2,39 6,6 2,20
Inicial 3 0,03 24 16 001 28 00 402 682 59 000 O 59 3,83 3,00 55 2,22 12,0 1,35
Aveia 1 0,08 30 16 001 04 0,0 469 510 92 0,00 2 6,3 2,99 2522 56 1,73 7.4 1,85
Aveia 2 0,07 32 14 002 27 00 467 737 63 000 1 57 3,67 47,39 69 2,13 9,6 2,02
Aveia 3 008 32 18 002 10 00 510 6,07 84 000 1 6,0 2,88 49,77 68 1,67 8,3 1,98
Milho SPC 1 011 40 22 003 20 00 636 836 76 000 1 55 212 2332 81 1,23 9,2 1,98
Milho SPC 2 0,14 43 24 0,03 0,7 00 6,79 746 91 0,00 2 6,1 2,20 73,40 102 1,28 6,8 1,92
Milho SPD 1 0,16 40 23 002 11 00 640 750 85 000 2 59 3,67 5853 115 2,13 9,0 1,73
Milho SPD 2 0,18 46 20 001 08 00 6,78 758 89 0,00 2 6,0 2,65 - 124 1,54 8,4 2,02
Milho SPD 3 0,16 3,7 25 001 23 00 635 865 73 0,00 2 59 2,33 69,68 63 1,35 9,7 1,94
Milho SPC 3 0,15 33 24 002 17 0,0 588 758 78 0,00 2 58 2,32 88,27 48 1,35 57 2,02
Milho SPD 4 0,14 37 24 002 15 00 621 7,71 81 0,00 2 59 2,21 3251 61 1,28 9,8 1,90
Milho SPC 4 0,15 36 26 003 09 00 6,29 719 87 0,00 2 58 2,20 31,76 87 1,28 7,6 1,91
Coquetel 1SPC1 0,08 3,07 2,33 002 285 0,00 550 836 66 0,00 1 594 3,54 25,59 59 2,06 7,3 2,12
Milheto SPC 1 0,08 338 099 002 271 0,00 447 718 62 000 1 587 2,26 34,14 59 1,31 10,0 1,68
CrotalariaSPC1 0,09 265 2,36 0,02 248 0,00 512 760 67 000 1 594 2,67 25,59 58 1,55 7,0 2,06
Feijdode P.SPC1 0,10 294 166 0,02 248 000 472 720 66 000 1 579 2,08 11,60 69 1,21 1,7 1,91
Coquetel2SPC1 0,11 295 2,13 0,02 219 000 521 740 70 000 1 575 2,32 11,60 48 1,34 1,7 1,86
PlantasEsp. SPC1 0,11 3,34 162 0,02 208 000 509 717 71 000 2 585 2,74 20,92 48 1,59 7,1 1,86
Feijdode P.SPD1 0,13 360 2,22 0,02 223 000 597 820 73 000 2 576 291 27,92 56 1,69 8,7 1,88
Coquetel 1SPD1 0,11 3,45 2,07 0,03 208 000 566 7,74 73 0,00 1 596 5,20 27,14 82 3,02 8,3 2,29

Continua...
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Continuacdo da Tabela 12.

Acidos
Amostra Na Ca Mg K  H+Al Al S T V m n  pHaua MO P K Corg Nucléicos A260/280
cmoledmS ---cccoeoeeaeeee el % ------ 1:25 % ---mg.L? -- % ng.uL?
Plantas Esp. SPD1 0,12 3,71 252 0,02 163 0,00 6,37 800 80 0,00 1 6,06 3,59 51,24 50 2,08 8,5 1,93
Coquetel2SPD1 0,13 3,43 217 0,02 167 000 575 742 78 000 2 580 2,58 17,04 63 1,50 9,3 1,71
Milheto SPD 1 0,13 3,04 244 002 203 000 563 766 74 000 2 585 2,93 19,37 68 1,70 10,1 1,85
CrotalariaSPD1 0,12 390 2,02 002 221 0,00 6,06 827 73 0,00 1 576 3,48 13,93 56 2,02 8,9 1,57
Plantas Esp. SPD2 0,12 3,06 2,59 0,02 254 000 579 834 70 0,00 1 550 2,554 56,68 68 1,47 9,6 1,80
Coquetel 2SPD2 0,13 281 239 0,02 205 0,00 535 740 72 0,00 2 528 2,83 2248 50 1,64 7,5 2,08
Coquetel LSPD2 0,11 322 198 0,02 285 0,00 533 819 65 0,00 1 513 2,57 21,70 58 1,49 12,0 1,88
Milheto SPD 2 0,10 336 218 0,02 185 0,00 5,66 751 75 0,00 1 555 3,16 2481 50 1,83 8,4 1,76
Feijiode P.SPD2 0,13 3,36 2,64 0,02 3,32 0,00 6,15 947 65 0,00 1 541 3,58 34,14 64 2,08 8,2 1,71
CrotalariaSPD2 0,13 358 224 002 18 000 597 782 76 000 2 542 3,06 20,92 50 1,78 8,5 1,75
Milheto SPC 2 0,08 285 236 002 27 000 531 807 66 0,00 1 535 286 3,82 53 1,66 8,1 1,93
CrotalariaSPC2 0,12 3,03 1,71 0,02 259 000 488 747 65 0,00 2 529 3,02 5,38 53 1,75 7,6 1,92
Feijdfode P.SPC2 0,04 293 255 0,02 287 000 554 841 66 000 O 498 254 17,04 55 1,47 7,6 1,82
Coquetel LSPC2 0,08 4,10 2,75 0,02 219 0,00 6,95 9,14 76 0,00 1 560 2,04 29,47 52 1,18 7,1 1,74
Plantas Esp. SPC2 0,12 3,27 197 0,01 262 0,00 537 800 67 000 2 560 2,32 33,36 54 1,35 7,2 1,81
Coquetel2SPC2 0,11 388 150 0,01 287 000 550 837 66 0,00 1 546 3,39 13,15 42 1,97 9,1 1,77
Milheto SPD 3 0,11 362 190 0,04 259 000 567 826 69 0,00 1 547 3,22 13,15 130 1,87 7,9 1,84
CrotalariaSPD3 0,12 350 19 003 325 0,00 561 886 63 0,00 1 537 3,09 13,15 97 1,79 75 1,78
Coquetel 2SPD3 0,12 3,02 2,34 0,02 251 0,00 550 801 69 0,00 1 539 3,14 19,37 80 1,82 6,3 2,14
Feijiode P.SPD3 0,12 282 228 0,01 320 0,00 523 843 62 0,00 1 518 265 7,71 53 1,54 6,8 1,63
Plantas Esp. SPD3 0,12 4,04 2,16 0,02 325 0,00 6,34 959 66 0,00 1 573 345 36,47 88 2,00 8,2 1,62
Coquetel 1SPD3 0,12 325 2311 0,02 271 0,00 550 821 67 0,00 1 546 3,20 13,15 87 1,86 9,4 1,90
Coquetel2SPD4 0,12 3,07 213 0,03 320 0,00 535 855 63 0,00 1 531 295 25,59 106 1,71 1,7 2,17
Milheto SPD 4 0,0 3,01 226 002 221 000 539 760 71 0,00 1 542 255 20,92 68 1,48 9,8 1,72
Plantas Esp. SPD4 0,11 341 183 001 200 0,00 536 7,36 73 0,00 1 560 3,05 12,37 55 1,77 10,0 1,72
Feijdjode P.SPD4 0,10 4,13 231 0,03 271 0,00 657 927 71 0,00 1 567 3,38 27,92 97 1,96 8,1 1,96
CrotalariaSPD4 0,14 3,00 236 0,01 200 0,00 551 751 73 0,00 2 560 2,60 30,25 57 151 10,1 1,71
Coquetel 1SPD4 0,16 3,30 248 0,01 271 000 595 866 69 0,00 2 555 350 31,03 53 2,03 10,4 1,75
Continua...
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Continuacdo da Tabela 12.

Acidos
Amostra Na Ca Mg K  H+Al Al S T V m n  pHaua MO P K Corg Nucléicos A260/280

cmoledmS ---cccoeoeeaeeee el % ------ 1:25 % ---mg.L? -- % ng.uL?
Coquetel2SPC3 0,10 342 0,39 0,02 259 0,00 393 652 60 000 2 548 2,77 1,71 73 1,61 7,6 1,74
Feijdfode P.SPC3 0,10 295 2,11 0,02 257 0,00 5,18 7,76 67 000 1 542 235 7,71 86 1,36 8,9 1,85
Coquetel LSPC3 0,10 347 203 003 271 0,00 563 833 68 000 1 541 3,10 1,00 109 1,80 9,5 1,57
CrotalariaSPC3 0,10 3,35 240 0,02 3,07 0,00 587 894 66 0,00 1 545 295 1,00 90 1,71 6,7 1,62
Plantas Esp. SPC3 0,10 3,32 196 0,03 2,71 0,00 541 8,12 67 0,00 1 564 226 8,49 118 1,31 10,2 1,78
Milheto SPC 3 0,09 352 148 0,04 307 000 513 820 63 0,00 1 559 284 3,05 133 1,65 51 1,89
Coquetel LSPC4 0,08 3,10 168 0,03 2,71 000 489 7,60 64 0,00 1 556 284 227 119 1,65 9,6 1,66
Plantas Esp. SPC4 0,09 4,08 212 005 221 0,00 6,34 855 74 0,00 1 576 2,59 20,92 180 1,50 11,2 1,89
Coquetel 2SPC4 0,10 4,16 2,33 0,04 188 000 663 851 78 0,00 1 595 3,25 20,92 146 1,88 11,3 1,77
Milheto SPC 4 0,09 448 225 004 155 0,00 686 841 82 0,00 1 6,06 2,33 1548 149 1,35 11,3 1,81
CrotalariaSPC4 0,10 6,81 206 002 089 000 899 98 91 000 1 6,78 2,92 34,14 94 1,70 9,5 1,86
Feijdfode P.SPC4 059 485 268 001 183 0,00 813 996 82 000 6 6,22 3,30 45,80 32 1,91 17,8 1,82

A260/280 = Razdo entre as leituras da absorvancia a 260 nm e 280 nm.
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8.2. Anexo B — Eletroforese em Gel de Agarose a 0,8%
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA total extraido das amostras de solos.
(1: Inicial 1, 2: Inicial 2, 3: Inicial 3, 4: Aveia 1, 5: Aveia 2, 6: Aveia 3, 7: Milho SPC 1,
8: Milho SPC 2, 9: Milho SPD 1, 10: Milho SPD 2, 11: Milho SPD 3, 12: Milho SPC 3,
13: Milho SPD 4, 14: Milho SPC 4, 15: Coquetel 1 SPC 1, 16: Milheto SPC 1, 17:
Crotalaria SPC 1, 18: Feijdo de P. SPC 1, 19: Coquetel 2 SPC 1, 20: Plantas Esp. SPC 1,
21: Feijdo de P. SPD 1, 22: Coquetel 1 SPD 1, 23: Plantas Esp. SPD 1, 24: Coquetel 2
SPD 1, 25: Milheto SPD 1, 26: Crotalaria SPD 1).
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA total extraido das amostras de solos.
(1: Plantas Esp. SPD 2, 2: Coquetel 2 SPD 2, 3: Coquetel 1 SPD 2, 4: Milheto SPD 2, 5:
Feijdo de P. SPD 2, 6: Crotalaria SPD 2, 7: Milheto SPC 2, 8: Crotaléria SPC 2, 9: Feijdo
de P. SPC 2, 10: Coquetel 1 SPC 2, 11: Plantas Esp. SPC 2, 12: Coquetel 2 SPC 2, 13:
Milheto SPD 3, 14: Crotaléaria SPD 3, 15: Coquetel 2 SPD 3, 16: Feijdo de P. SPD 3, 17:
Plantas Esp. SPD 3, 18: Coquetel 1 SPD 3, 19: Coquetel 2 SPD 4, 20: Milheto SPD 4, 21.:
Plantas Esp. SPD 4, 22: Feijao de P. SPD 4, 23: Crotaléria SPD 4, 24: Coquetel 1 SPD 4,
25: Coquetel 2 SPC 3, 26: Feijao de P. SPC 3, 27: Coquetel 1 SPC 3, 28: Crotalaria SPC
3, 29: Plantas Esp. SPC 3, 30: Milheto SPC 3, 31: Coquetel 1 SPC 4, 32: Plantas Esp.
SPC 4, 33:Coquetel 2 SPC 4, 34: Milheto SPC 4, 35:Crotalaria SPC 4, 36: Feijao de P.
SPC 4).

8.3. Anexo C — Dados Brutos de Alfa-Diversidade por Amostra

Tabela 13. Dados brutos de alfa-diversidade microbiana por amostra.

OTUs Chaol Ace Shannon Simpson
Inicial 1 3049 4282 4701 5,43 0,036
Inicial 2 2981 4336 5748 5,86 0,017
Inicial 3 2754 3820 4141 577 0,023
Aveia 1 3752 4894 5466 6,49 0,007
Aveia 2 3229 4692 6251 5,85 0,018
Aveia 3 3286 4599 5122 6,06 0,015
Milho SPC 1 4229 5440 5915 6,82 0,005
Milho SPC 2 3827 5044 5525 6,72 0,004
Milho SPC 3 3503 4798 5282 6,53 0,006
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Continuacdo da Tabela 13.

OTUs Chaol Ace Shannon Simpson
Milho SPC 4 4035 5442 5890 6,83 0,004
Milho SPD 1 3961 5261 5636 6,70 0,006
Milho SPD 2 3477 4752 5250 6,24 0,010
Milho SPD 3 3419 4629 5061 6,59 0,004
Milho SPD 4 4036 5633 6074 6,77 0,004
Milheto SPC 1 4708 7380 9463 7,19 0,0023
Milheto SPC 2 4590 7204 9547 7,10 0,0030
Milheto SPC 3 5206 8087 10810 7,32 0,0024
Milheto SPC 4 4387 6546 8624 7,08 0,0026
Milheto SPD 1 3960 6380 8512 6,90 0,0034
Milheto SPD 2 4077 6334 8464 6,91 0,0030
Milheto SPD 3 4481 6956 7522 7,11 0,0027
Milheto SPD 4 4363 7012 9723 6,99 0,0030
Crotaléria SPC 1 4742 7656 10219 7,27 0,0020
Crotalaria SPC 2 4480 7307 9992 6,98 0,0033
Crotaléria SPC 3 4425 6760 8934 7,00 0,0032
Crotaléria SPC 4 4191 5988 6566 7,03 0,0028
Crotaléria SPD 1 4356 7153 9642 6,97 0,0034
Crotalaria SPD 2 4324 7048 9376 6,93 0,0033
Crotalaria SPD 3 4207 6622 8393 7,01 0,0027
Crotalaria SPD 4 3625 6031 8313 6,20 0,0139
F. de Porco SPC 1 4182 6778 9050 6,94 0,0033
F. de Porco SPC 2 4578 7090 9540 7,06 0,0031
F. de Porco SPC 3 4421 7267 9912 7,02 0,0028
F. de Porco SPC 4 3762 5976 8078 6,64 0,0054
F. de Porco SPD 1 4109 6534 8784 6,94 0,0029
F. de Porco SPD 2 4767 7897 10776 7,21 0,0022
F. de Porco SPD 3 4605 7495 10656 6,95 0,0044
F. de Porco SPD 4 4694 7893 10656 7,05 0,0035
Coquetel 1 SPC 1 4704 7456 9665 7,21 0,0022
Coquetel 1 SPC 2 4549 6983 9150 7,17 0,0025
Coquetel 1 SPC 3 4281 7193 10050 6,83 0,0051
Coquetel 1 SPC 4 4219 6606 8807 6,87 0,0044
Coquetel 1 SPD 1 4402 7218 9927 7,09 0,0025
Coquetel 1 SPD 2 4026 6426 8759 6,82 0,0040
Coquetel 1 SPD 3 4814 7636 10365 7,15 0,0028
Coquetel 1 SPD 4 3877 6303 8442 6,86 0,0034
Coquetel 2 SPC 1 4363 7184 9631 7,03 0,0028
Coquetel 2 SPC 2 4322 6888 9163 6,87 0,0044
Coquetel 2 SPC 3 3907 6059 7800 6,73 0,0047
Coquetel 2 SPC 4 4673 7045 9357 7,23 0,0022
Coquetel 2 SPD 1 4300 6807 8989 7,06 0,0027
Coquetel 2 SPD 2 4367 6686 7156 7,06 0,0028
Coquetel 2 SPD 3 4521 6983 9459 7,03 0,0034
Coquetel 2 SPD 4 4976 7817 10690 7,23 0,0027
Plantas esp. SPC 1 4590 7034 9283 7,25 0,0019
Plantas esp. SPC 2 5283 8292 11013 7,40 0,0019
Plantas esp. SPC 3 5222 8099 11161 7,26 0,0027
Plantas esp. SPC 4 4758 7162 9445 7,21 0,0025
Plantas esp. SPD 1 4481 6916 8950 6,96 0,0062
Plantas esp. SPD 2 4549 7316 9801 7,10 0,0027
Plantas esp. SPD 3 4605 7243 9578 7,17 0,0022
Plantas esp. SPD 4 5131 8030 10632 7,32 0,0023
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