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BIOINDICADORES DE SOLO CULTIVADO COM PINHAO-MANSO SUBMETIDO A
APLICACOES DE AGUA RESIDUARIA DE SUINOS (ARS)

RESUMO

A producéo agricola no Oeste do Parana é uma das mais importantes no Brasil, aliando
producdo animal e vegetal altamente produtiva e exportadora de comodities como soja e
carne suina; dessa maneira, é emergente o constante monitoramento e aperfeicoamento do
manejo e qualidade dos solos. O aproveitamento das aguas residuarias (AR) como composto
€ uma alternativa importante para seu reaproveitamento, sendo ambientalmente correta,
evitando danos ambientais, melhorando custos de cadeia produtiva e, principalmente,
podendo favorecer o produtor agricola na reciclagem de nutrientes do solo. No entanto, ha
necessidade de adequacdo e mensuracdo da dindmica dessa reciclagem. Para isso, a
afericdo da comunidade microbiana do solo e seus atributos contribui relevantemente para
identificar quais alteragbes dos nutrientes ocorrem, pois correspondem a Ultima etapa da
decomposicao organica no solo. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi definir, por meio de
atributos microbiol6gicos como densidade, diversidade e atividade metabdlica da microbiota
do solo, uma dose de AR adequada. Também objetivou-se verificar as alteragbes na
comunidade microbiana para possiveis parametros de manejo de nutrientes no solo e sua
capacidade de suporte da carga organica desses tipos de residuo. A classe do solo deste
estudo foi Latossolo vermelho da regido Oeste do Parana, municipio de Palotina, cultivado ha
12 anos com pinhdo-manso, submetidos a adubacdo bianual com AR suinos (ARS). O
delineamento experimental foi de blocos casualizados com seis tratamentos e quatro
repeticdes com diferentes doses de aplicacédo de AR (0, 40, 80, 120, 160 e 200 m3 ha!), sendo
feitas trés aplicagfes ao longo do ano de 2018. Os atributos microbiolégicos do solo avaliados
foram: contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias, tipagem
morfol6gica bacteriana, carbono da biomassa microbiana (CBM), RB do solo (RBS), quociente
metabdlico (qCO.), quociente microbiano (gMIC) e atividade enzimatica por metodologia de
FDA. Alteracdes foram detectadas no perfil e nos atributos funcionais da comunidade
microbiolégica dos solos submetidos a ARS. De maneira geral, até a dose 160 m3 ha' a CBM,
o gMIC e a FDA apresentaram valores crescentes, os valores de RBS se alteram, mas
discretamente, enquanto o gCO, demonstrou alto estresse ambiental na dose 200 m? ha. Tal
fato foi reforcado pelos indices de Shannon e de dominancia, em que foi constatada reducéo
de H' na dose 200 m® hal. O perfil dos valores de densidade, diversidade e funcionalidade
enzimatica bacterianas obtidos para as distintas coletas ao longo de um periodo escolhido
durante o processo de sucessivas aplicacbes de ARS demonstram que houve a introducéo
de novos individuos e que estes reforcaram os grupos dos resilientes do solo. Os valores de
gCO,, conseguiram revelar que a alteracdo estrutural promovida pelas aplicacdes das ARS
ainda ndo esta prejudicando as atividades metabdlicas, pelo menos dos grupos funcionais
envolvidos nas atividades de decomposicdo e conversdo de carbono. Os atributos
microbioldgicos apontam que a dose ideal da ARS testadas para uso como adubo agricola é
ade 110 m3 hal; no entanto, ganhos agronémicos positivos com manutencgédo ecolégica foram
alcancados em outras concentracdes até 160 m3 ha?, sendo esta a dose limite para a
capacidade suporte do solo. Os valores obtidos ao longo das coletas apontam que, com o
tempo, os solos submetidos a dose mais adequada tendem a estabelecer um novo perfil,
reequilibrando as atividades metabodlicas da comunidade. Sugere-se, portanto, que estes
estudos sejam extrapolados e continuamente aplicados em outros tipos de solos e cultivos,
para que seja inserido em recomendacgfes agrondémicas para producgdo vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Adubacao organica, biomassa, carbono, rizobactérias.
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SOIL BIOINDICATORS CULTIVATED WITH JATROPHA sp. SUBMITTED TO
APPLICATION OF WASTEWATER SWINE (SW)

ABSTRACT

Agricultural production in the West of Parana is one of the most important in Brazil, combining
highly productive animal and vegetable production, as well as exportation of commodities such
as soybean and pork. Thus, the constant monitoring and improvement of soil management
and quality is increasing. The utilization of wastewater as a fertigation compound is an
important alternative for its reuse, being environmentally correct, preventing environmental
damage, improving production chain costs, and, mainly, allowing the agricultural producer to
recycle soil nutrients. However, there is a need for adequacy and measurement of this
recycling dynamics and, for that, assessment of the soil microbial community and its attributes
contributes significantly to identify which nutrient changes, since they correspond to the last
stage of organic decomposition in soil. In this context, the aim of this study was to define,
through microbiological attributes such as density, diversity, and metabolic activity of the soil
microbiota, an adequate dosage of AR. In addition, the goal was verify the changes in the
microbial community for possible nutrient management parameters in soil and their capacity
to support the organic load of these types of residue. The soil class was Red Latosol of the
Western region of Parand, municipality of Palotina, cultivated for 12 years with Jatropha sp.,
submitted to biannual adubation with swine wastewater (ARS). The experimental design was
a randomized block with six treatments and four repetitions with different doses of AR (0, 40,
80, 120, 160, and 200 m3 ha?), three applications were carried out during 2018. The
microbiological attributes of the soil were: counting of bacterial colony forming units (UFC),
bacterial morphological typing, microbial biomass carbon (CBM), soil RB (RBS), metabolic
guotient (qCO-), microbial quotient (QMIC), and enzymatic activity by FDA methodology.
Changes were detected in the profile and functional properties of the microbiological
community of soils submitted to ARS. In general, up to the dose of 160 m3 ha, CBM, qMIC,
and FDA shows increasing values, RBS values change, but discretely while gCO2 showed high
environmental stress at dose 200 m3 hal. This fact was reinforced by the Shannon and
dominances indices, where it was observed a reduction of H' in the dose 200 m* ha. The
profile of the values of bacterial density, diversity and enzymatic functionality obtained for the
different samplings during a chosen period along the process of successive applications of
ARS, showed that the introduction of new individuals and that these reinforced the groups of
soil resilient. The values of qCO. were able to reveal that the structural alteration promoted by
the applications of the ARS, still not harming the metabolic activities, at least not for the
functional groups involved in the activities of decomposition and conversion of carbon. The
microbiological attributes indicate that the ideal tested ARS dose for use as agricultural fertilizer
is 110 m3 ha*; however, positive agronomic gains with ecological maintenance were achieved
in other concentrations up to 160 m3 ha, which is the limiting dose for soil support capacity.
The values obtained during the samplings indicate that, over time, the soils submitted to the
most adequate dose tend to establish a new profile, rebalancing the metabolic activities of the
community. It is suggested, therefore, that these studies be extrapolated and continuously
applied in other types of soils and crops, so that it is inserted in agronomic recommendations
for plant production.

KEY WORDS: Organic fertilizers, biomass, carbon, rhizobacteria.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € considerado o terceiro maior produtor de carne do mundo. A cadeia suinicola
se destaca no Sul do pais, sendo o Parana (PR) o detentor do maior rebanho nacional. A
principal regido produtora é o Oeste do estado, tendo como principais nucleos as cidades de
Cascavel e Toledo, que juntas detém cerca de 65% do valor bruto de toda a producéo
paranaense.

A busca pelo aumento da producéo de carne tem levado o agronegdcio a estabelecer
manejos intensivos de produgdo baseados no confinamento de animais. O manejo intensivo
de suinos tem se tornado ndo s6 uma alternativa para o aumento da produgédo em quilos de
carne por animal, mas também para a obten¢éo de um produto de melhor qualidade nutricional
sob condi¢des de sanidade mais seguras. Neste tipo de sistema, a &gua ndo é sé importante
para o consumo direto do animal, mas também para a manutenc¢éo da limpeza dos locais de
criagéo.

O 6nus ambiental deste tipo de manejo, € creditado ao produtor ao longo da cadeia
produtiva. Portanto, manejos agricolas que favorecem o uso adequado e planejado de
compostos orgéanicos, por exemplo, como adubo, vém corroborando com a destinagao correta
de aguas residuarias (AR), mitigando o impacto da produgéo confinada de animais, que se
apresenta como uma solucdo para ambos os problemas, pois visa a reutilizacdo da agua e o
aproveitamento do residuo como nutrientes.

A adubacéo organica permite a entrada dos compostos essenciais a rizosfera de forma
mais rapida, pois estes ja se encontram dissolvidos, sendo facilmente incorporados na
solucdo do solo. A AR é considerada um componente duas vezes mais vantajoso do que
gualquer outro residuo organico — biofertilizante, que possa ser adicionado ao solo, por
fornecer nutrientes e agua.

A AR da producdo suinicola, se direcionada ao ambiente sem nenhum monitoramento,
pode ocasionar contaminacdo microbiolégica dos produtos agricolas, do solo e do lencol
fredtico, acumulacdo de elementos toxicos, desequilibrio de nutrientes, salinizacdo e
impermeabilizacdo do solo. Sendo assim, a obtencdo de valores que consigam refletir, de
forma preventiva, alteracfes positivas e negativas deste manejo de adubacado no solo, tém se
tornado fundamental para melhorar a eficiéncia dos sistemas do ponto de vista agronémico e
ambiental.

A biota do solo (micro, meso e macrorganismos) e as raizes das plantas, constituem a
fracdo viva e mais ativa da MO (MO) do solo. Os microrganismos edaficos estao diretamente
implicados com o funcionamento fisico e nutricional do solo e sao os responsaveis por todas

as transformacdes biogeoquimicas que nele acontecem. Devido a atividade microbiana
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concentrar-se nas camadas mais superficiais do solo, estes seres sado 0s primeiros a terem
sua estrutura e atividade metabdlica modificada quando este sofre uma interferéncia.

Estas préaticas, combinadas com outros atributos como o carbono da biomassa
microbiana (CBM), respiracéo basal do solo (RBS) e quociente metabdlico (qCO-), permitem
o embasamento da elaboracdo de medidas preventivas a fim de promover praticas
sustentaveis com base no manejo conservacionista. O emprego destes parametros de solo
se faz importante diante da necessidade de se comprovar a seguranca ecolégica de um
residuo, composto ou produto organico/biolégico empregado para uso em sistemas
produtivos.

A aplicacdo de agua residuaria de suinos tem sido um manejo bastante recomendado
em sistemas de baixa exigéncia nutricional e/ou conduzidos em solos pobres em agua e
nutrientes. Também tem sido uma boa opg¢éo econémica no uso como adubos em culturas de
baixa tecnologia, mas que precisam alcangar performances agricolas para competirem nos
diferentes mercados. Neste contexto, a escolha da cultura do pinhdo-manso [Jatropha curcas
(L.)] como modelo de estudo se faz pertinente devido a sua capacidade de capturar carbono
(C) e acumular na forma de biomassa e uma cultura de interesse na producgéo alternativa de
energia (biodiesel).

Diante do panorama exposto, a aplicacdo de ARS em culturas perenes, como o
pinhdo-manso, reduz dos custos de producdo dentro de uma premissa sustentavel. O
monitoramento da qualidade e do manejo da AR a partir de bioindicadores se faz necessario
e constante para acompanhar se a AR e seus subprodutos interferem, de forma positiva ou
negativa, na estrutura da microbiota do solo e suas atividades biolégicas. Sendo assim,
hipotetiza-se que a aplicagdo de ARS seja uma fonte de nutrientes altamente recomendada
para culturas capturadoras de C, porém seu manejo precisa adequar-se quanto a capacidade
suporte quimica e biolégica do solo para que esta proposta ndo somente seja para obter
ganhos econdmicos do descarte de residuo, mas para que, de fato, permita alcangar a

sustentabilidade do agroecossistema como um todo.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho definiu, por meio de atributos microbiolégicos como densidade,
diversidade e atividade metabdlica da microbiota do solo, uma dose de agua residuaria de
suinos adequada para adubagdo organica de uma area cultivada ha 12 anos com pinhao-
manso. Também verificou as alteragbes na comunidade microbiana para possiveis
parametros de manejo de nutrientes no solo e sua capacidade de suporte da carga orgéanica
desses tipos de residuo.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os atributos microbiologicos de solo submetido a diferentes doses de agua
residuaria de suinos (ARS), a fim de identificar a dose agronémica e ecologica viavel
para recomendacado de aplicagdo com agua residuaria;

e Investigar a densidade e a diversidade da comunidade bacteriana em relagdo aos
atributos biolégicos de solo sob cultivo de pinhdo-manso e diferentes doses de agua

residuaria de suinos (ARS).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo suinicola no Brasil

Assim como outras cadeias produtivas, a suinocultura esta em constante expansao,
alcancando niveis produtivos recordes e liderando pesquisas de produtividade. Atualmente,
dentro do panorama mundial, a China € a maior produtora de carne de suina (48%), creditando
ao Brasil a quinta posicdo (USDA, 2017). Dentro do mercado brasileiro, o estado do Parana
se destaca com cerca de 17,7% de todo o rebanho nacional, ultrapassando Santa Catarina
(16,8%) e Rio Grande do Sul (14,7%) (TURRA, 2017). De acordo com relatérios da Gervasio
(2017), em 2016, no Paran4, foram abatidos cerca de 21% de toda a producdo nacional.

A producao no estado esta concentrada na regiao Oeste, onde a soma do valor bruto
dos principais nucleos (municipios de Toledo e Cascavel) corresponde a 65%. Nas regides
produtoras, o crescimento do mercado tem refletido diretamente no aumento de empregos
onde, s6 no estado do Parana, sdo promovidos mais de 200.000 empregos diretos e 300.00
indiretos, que na sua maioria estdo concentrados em pequenas e médias propriedades
(GERVASIO, 2017).

Carvalho e Viana (2011) destacam que os sistemas de criacdo de suinos se
diferenciam quanto ao manejo e podem ser classificados em: sistema extensivo ou a solta;
sistema semiextensivo; sistema intensivo de suinos criados ao ar livre (Siscal) e sistema
intensivo de suinos confinados (Siscon). Além disso, eles podem ser classificados como
convencionais ou organicos.

Atualmente, para atender um mercado cada vez mais dindmico e exigente, a cadeia
brasileira produtora de suinos tem se organizado de forma integrada, a fim de oferecer
produtos com maior padréo de qualidade. Neste contexto, para a etapa de criacdo, a grande
preocupacéo € produzir de forma a garantir seguranga sanitaria, bem-estar animal e destino
adequado dos rejeitos (DIONE et al., 2014).

O Siscon tem sido o sistema mais adotado pela maioria dos produtores, pois o
aumento do ganho de peso dos suinos ocorre em menor tempo. Para tanto, os animais sdo
confinados em espaco reduzido e sdo mantidos com racdes adequadas a cada fase. O manejo
sanitario é exercido com mais rigor e cada atividade é previamente planejada. Nesse sistema,
conta-se com assisténcia técnica, mao de obra especializada e melhoramento genético com
a finalidade de otimizar a producdo. As desvantagens desse tipo de criacdo séo os altos
custos — maior custo fixo e capital imobilizado —, os impactos ambientais e o bem-estar animal
(CARVALHO; VIANA, 2011).

A criacdo deste sistema de confinamento foi baseada na disponibilidade brasileira de
recursos como a extensao de terras disponiveis, a oferta de agua, a capacidade de producdo

de gréos e principalmente devido ao avanco tecnoldgico na area do melhoramento genético.
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Portanto, é gracas a este sistema que a cada ano que passa a producao de carnes aumenta
consideravelmente (SEIDEL et al., 2010). Contudo, segundo Frigo et al. (2015), com o
aumento da producdo animal por unidade area em escala industrial, ocorre uma intensa
producao de dejetos nas propriedades rurais, resultando em um acumulo de residuos, sendo
este 6nus de responsabilidade dos produtores.

Devido a esse grande volume de dejetos gerados, a suinocultura é considerada uma
atividade de alta capacidade poluidora ambiental, gracas a quantidade de contaminantes que,
se destinados sem nenhum tipo de tratamento prévio, pode ocasionar consequéncias graves
ao ambiente (REZANIA et al., 2015). Geralmente esses animais ndo tém capacidade de
metabolizar todos os nutrientes que séo fornecidos em sua alimentacdo, sendo entédo
descartados através das fezes e urina (NOOROLLAHI et al., 2015).

Segundo Konzen (2003), a quantidade de dejetos produzidos depende diretamente do
porte dos animais, fase reprodutiva e manejo, o que inclui fatores como: acomodacdo dos
animais, tipo de bebedouros, inclinacdo do terreno, nutricdo animal, métodos de limpeza da
instalagdo além das caracteristicas edafocliméaticas da regido. Estes rejeitos tém como
constituintes, basicamente: fezes, urina, agua usada na higienizagéo, resto de ragéo, pelos,
poeira e outros materiais utilizados no manejo das baias (NOOROLLAHI et al., 2015).

Considerando estas informacfes, é necessario destinar corretamente 0s residuos
gerados na suinocultura pois seu acumulo resulta na exaustdo de muitos recursos naturais e
na necessidade de rever o modelo implementado (PLEISSNER; RUMPOLD, 2017). Dessa
maneira, discussdes em relacdo ao tema desenvolvimento sustentavel s6 aumentam,
buscando alternativas viaveis para o destino correto. Um uso comum € nas lavouras, uma vez
gue geralmente produtores de carne suina sao também produtores de gréos e realizam o

descarte desses residuos nas plantacdes, devido a sua alta carga de nutrientes.

3.2 Adubacéao orgéanica

A adubacédo organica é basicamente a utilizac&o de residuos de origem vegetal, animal
e/ou agroindustrial que tem como meta o aumento da produtividade (ZANDONADI et al.,
2014). Do ponto de vista ambiental, a utilizacdo de produtos oriundos de residuos orgénicos
previamente tratados tem grande contribuicdo para o saneamento ambiental, pois estimula a
conservacao e a biodiversidade do solo, promovendo o seu equilibrio, além de reduzir o
acumulo de rejeitos téxicos no ambiente (COUTO et al., 2013).

O residuo orgéanico é classificado a partir da sua consisténcia, que pode ser solido,
semissolido e liquido. Devido ao manejo confinado, empregado na maioria das instalacdes
suinicolas brasileiras, o rejeito é gerado na forma liquida, conhecido como agua residuaria. A

producao deste tipo de composto organico vem ocasionando grandes problemas ambientais,
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devido a maior capacidade de atingir os leitos dos rios por causa da sua mobilidade causando
eutrofizagdo dos mananciais (URBANO et al., 2015).

Por outro lado, a AR € uma 6tima fonte de nutrientes e minerais como nitrogénio,
calcio, fésforo, potassio, magnésio, dentre outros componentes essenciais para as atividades
metabdlicas, fato que estimula a adesdo de muitos produtores, ndo sO pelas vantagens
nutricionais, mas principalmente econdmicas devido ao aumento significativo na produtividade
em diversas culturas (SEIDEL et al., 2010; CAPAZ; NOGUEIRA, 2014; SILVA et al., 2014).

As plantas incorporam o0s nutrientes advindos da aplicacdo de ARS com maior
facilidade devido, basicamente, a dois fatores: a presenca de elementos de menor
complexidade, sendo, portanto, assimilados mais rapidamente através das paredes dos
tecidos radiculares; e o estado liquido, que, auxilia na mobilidade dos elementos menos
complexos e propicia a condicdo soluta para que 0os compostos mais complexados sejam
decompostos enzimaticamente para se tornarem disponiveis (SHAER-BARBOSA; SANTOS;
MEDEIROS, 2014; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Segundo Figueiredo e Tamanati (2010) e Reznik et al. (2017), o uso de AR como
adubo organico é ecologicamente e economicamente mais sustentavel a médio e longo
prazos diante de outros métodos de descartes desses residuos, como incineracdo e
transporte até lix6es. Varios exemplos podem ser observados em relagdo aos beneficios da
adubacéo organica para o solo. Lourenzi et al. (2013) observaram um aumento crescente de
N de até 88% nas camadas superficiais apos sucessivas aplicacdes de dejetos suinos, assim
como em Adeli et al. (2008), que constataram aumento de N em sua pesquisa apés 15 anos
de aplicagdes.

Além de proporcionar vantagens econémicas no quesito produtividade, a AR também
apresenta beneficios quando se trata sobre uso e desuso consciente da agua. Frente aos
problemas de escassez de dgua doce no mundo, o reaproveitamento desse bem é essencial
para promover a manutencgéo da disponibilidade aquifera nos proximos anos.

Conceitualmente, entende-se por reuso de agua como o reaproveitamento das aguas
ja utilizadas previamente em alguma outra atividade como na higienizacao de instala¢des de
confinamento de suinos, visando, assim, suprir necessidades posteriores, como a demanda
nutricional pelas culturas (DING, 2017).

O uso de 4gua residuéria de suinos (ARS) como adubo organico permite a insercdo
de nutrientes no solo para uso da planta, disponibilizando macro e micronutrientes
antecipados, fato que ocorre pela dissolucdo prévia dos minerais em solugdo aquosa
permitindo a chegada antecipada na rizosfera. E uma pratica que aumenta a eficiéncia dos
nutrientes aplicados, reduz a mao de obra e custos com maquinarios, além de permitir uma
maior flexibilidade em relacdo ao tempo de aplicacdo, pois ndo ha necessidade de esperar

pelas condi¢gbes edafoclimaticas ideais (KUMAR et al., 2017).
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Outra vantagem da utilizagdo das aguas residuarias na agricultura é evitar a descarga
de efluentes em corpos hidricos, como rios e lagos, préximos as propriedades, que geralmente
sdo destinos usuais, promovendo a manutencdo da qualidade ambiental e evitando os
principais problemas gerados pelo descarte incorreto desses residuos (SINGH;
DESHBHRATAR; RAMTEKE, 2012; URBANO et al., 2015).

Portanto, a 4gua residuéaria de suinos (ARS), quando utilizada de maneira equilibrada,
na dosagem e na quantidade ideais, traz muitos beneficios. Primavesi (1992), ha 25 anos, ja
identificou a melhora das propriedades do solo e do ambiente para a macro e microfauna.
Outros trabalhos, como os de Scheffer-Basso et al. (2008) e Cunha et al. (2011), relatam que
apos a realizacdo do manejo do solo com aplicacdo de agua residuaria (ARS) houve um
aumento significativo na matéria organica, assim como uma melhora na estrutura do solo
como na infiltragdo da agua, capacidade de troca catibnica, umidade e solubilizagdo de
compostos como ferro e zinco.

Notaro et al. (2012), Sousa et al. (2014), Moura et al. (2016) e Balota (2017)
confirmaram em seus trabalhos que a adigdo de AR em areas cultivadas tem efeito direto na
comunidade microbiana, ocasionando, apds um periodo, o restabelecimento da microbiota do
solo. Em Capaz e Nogueira (2014), foi observado um aumento da resisténcia das plantas,
permitindo melhora nos mecanismos de defesas contra patégenos.

Para evitar complicacbes referentes ao mal manejo, pesquisas devem ser
desenvolvidas a fim de identificar como, quando e quanto dessa AR deve ser aplicada
(SOUZA et al., 2015). Além disso, a identificacdo das melhores doses para cada cultura
especificamente é essencial para evitar contaminacgéao e lixiviagao do solo.

Neste contexto, Lourenzi et al. (2013) ressaltam que todo o residuo organico utilizado,
inclusive diluido, deve ser avaliado em parametros qualitativos. Quando efetuado o uso
incorreto, podem ocorrer consequéncias desastrosas, como a diminuicdo de macroporos do
solo devido ao selamento superficial ocasionado pelo excesso de rejeito, dificultando a
infiltrac&o e as trocas gasosas do solo; além de promover a salinizagdo do solo devido a alta
concentracdo de alguns minerais (MATOS et al., 1997).

O seu potencial poluidor encontra-se na alta DBO (demanda bioquimica de carbono),
isto €, residuos advindos da suinocultura, principalmente, tém alta carga de matéria organica
(MO) devido a sua origem, sendo que essa alta concentracdo de compostos pode ocasionar
a eutrofizagcdo de rios e lengdis freaticos pelo processo de lixiviagdo do solo (SAMPAIO et al.,
2010). O trabalho de Lourenzi et al. (2013) constatou contaminacao de potassio (K) e fésforo
(P) em uma profundidade de até 60 cm, o que reforca a necessidade de estudos referente a
melhor dosagem, periodo e tempo de aplicacao.

A adubacao com ARS é uma pratica bastante difundida em algumas culturas perenes
devido a praticidade na instalacao e ao beneficiamento hidrico e nutricional. Silva et al. (2011)

realizaram um trabalho com pinhdo-manso e identificaram o incremento no nimero e na area
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foliar, aumento do didmetro do caule e na altura das plantas. Outro trabalho com a mesma
cultura verificou o aumento na massa de 100 sementes ap6s o uso de ARS, refletindo
diretamente no aumento do 6leo extraido (SOUSA et al., 2011).

Ribeiro et al. (2012) também identificaram um incremento na altura e no didmetro do
caule da mamoneira quando irrigada com ARs oriundas de esgoto doméstico, tornando-a mais
resistente a pragas. Portanto, € possivel destacar que o uso de ARS é uma prética
extremamente vantajosa do ponto de vista nutricional e aquicola; contudo, assim como
gualquer outro tipo de adubacdo organica, medidas preventivas devem ser tomadas para
evitar a contamina¢do do meio ambiente.

Desta forma, antes da execuc¢éo de qualquer manejo, é necessario o tratamento prévio
desses dejetos suinos, pois sdo compostos que podem conter metais pesados, alta carga de
nutrientes e agentes patogénicos para a salde humana e animal. Quando utilizado em
pastagens, neste caso, ha normativas especificas, como a SDA n° 25 de 23 de julho de 2009,
que proibe o pastejo de ruminantes em até 40 dias ap0s a aplicagdo de qualquer composto
organico animal. Para se evitar esse tipo de problema, todo residuo deve passar por um
tratamento antes do descarte nas lavouras. Existem varios processos, dentre 0s mais comuns
estdo a biodigestdo, a compostagem e as lagoas de estabilizacdo (SAHKIR; ZAHRAW; Al-
OBAIDY, 2017).

A OMS (Organiza¢do Mundial da Saude — WHO, World Health Organization) destaca
que é importante a qualidade desses efluentes utilizados na irrigacéo, ndo sé quimicos (metais
pesados), mas também biolégicos para evitar a propagacao de patégenos. Segundo WHO
(2006), recomenda-se que esses residuos tenham em sua composi¢cdo menos de 103 NMP
(Namero Mais Provavel) por 100 mL de coliformes termo-tolerantes e menos que 1 ovo de
nematoide por litro.

Para Pereira (2011), para realizar recomendacdes de adubacdo orgéanica, as
pesquisas devem ser regionais, pois o tipo de solo, precipitagdes do local, época de plantio e
guantidade de residuos alteram todas as caracteristicas do rejeito, interferindo diretamente
na sua dose. Assim, denota-se que o uso de ARS no sistema solo-planta deve ser feito a partir
de critérios agrondémicos e ambientais, pois quando executados sem nenhum planejamento,
a contaminacdo do solo, das aguas superficiais e das plantas é inerente; todavia, se bem

delineado os beneficios sdo extremamente significativos (FUESS; GARCIA, 2014).
3.3 Pinh&o-Manso
O pinhdo-manso € uma planta pertencente a familia Euphorbiaceae, considerada

bastante rustica e de ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrada do sul da

América do Sul até a América Central. Também é altamente adaptavel a todas as condi¢des
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climéticas, desde regides secas a extremamente umidas (SATURNINO et al., 2005; LAVIOLA
et al., 2013).

E uma oleaginosa similar & mamona e & seringueira, que faz parte do Programa
Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB) do Brasil, pois ela tem alta viabilidade de
produzir biodiesel a partir do 6leo das suas sementes. Além disso, € uma planta precoce que
tem capacidade de entrar em fase produtiva com 10 meses de plantio, estendendo-se a até
40 anos, dependendo da cultivar utilizada (DURAES; LAVIOLA; ALVES, 2011).

No entanto, € uma planta que ainda tem poucos estudos cientificos e o seu
conhecimento é limitado; por exemplo, ainda é incerta a sua origem, apesar de ser utilizada
desde a época pré-colombiana, estando atualmente em fase de domesticacao (LAVIOLA et
al., 2013). Para alcancar altas produtividades, é necessario o desenvolvimento do
melhoramento genético de espécies, porém estes estudos encontram-se em fase inicial no
Brasil e no mundo e pouquissimo se conhece da intera¢do entre genotipos e ambiente desta
planta (BAHADUR; SUJATHA; CARELS, 2013).

Em muitos paises, o seu valor econdmico € inestimavel, como no arquipélago de Cabo
Verde, onde equipara-se a outras culturas importantes e que ja foram um dos maiores
exportadores de sementes mundiais. No Brasil, a cultura se apresenta em todas as
localidades, adaptando as diversas condi¢cdes edafoclimaticas do pais, alcangando
produtores da regiao sudeste, que ja atingiram producao anual de 1.100 a 1.700 litros de 6leo
por hectare (RESENDE; LONDE; NEVES, 2013).

O uso do 6leo do pinhdo-manso depende de sua domesticacéo, desenvolvimento de
tecnologias, adubacéo, variedade e homogeneizacéo. A partir disso, a india ha 20 anos vem
desenvolvendo pesquisas com a cultura a fim de desenvolver variedades e tecnologias para
producdo em larga escala do pinhdo-manso (INDIA, 2005). A cada dia, mais cresce o
interesse econdmico na cultura, devido também ao aproveitamento de todas as partes da
planta. Além das sementes, suas flores séo utilizadas para fins medicinais na contencao de
hemorragias.

O latex da planta também vem sendo bastante estudado: ele em sua esséncia é
bastante toxico; no entanto, tem grande potencial para a formulacdo de extratos para o
controle de doencas e pragas agricolas (DRUMOND; ARRUDA; ANJOS, 2008). Além disso,
também pode ser usada na recuperacao de areas degradadas, devido a sua capacidade de
se estabelecer em qualquer ambiente, a forma de sua raiz pivotante, que se fixa bem ao solo,
e a caracteristica caducifélia da planta, que perde as suas folhas durante a estacdo seca,
promovendo e incorporando a matéria organica ao solo (BONFIM-SILVA et al., 2011).

Na regido Sul, o pinhdo-manso adapta-se bem, perdendo suas folhas no inverno e
estacdo seca, quando geralmente entra em estado de dorméncia devido as temperaturas
baixas; contudo, com 0 aumento da temperatura em meados de outubro e com a aproximacgao

da estacdo chuvosa, ela floresce e alcanca altas produtividades (FACT, 2006).
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Resende, Londe e Neves (2013) recomendam regides com alta fertilidade para o
estabelecimento da cultura, a fim de alcancar o potencial produtivo da planta, visando a
producdo de sementes para posterior fabricacdo do 6leo diesel. Apesar de ser uma planta
perene, o pinh&o-manso alcanca seu potencial de produ¢do em solos argilosos ndo arenosos
quando bem manejados devido a maior profundidade e a retencdo de dgua no solo. Assim, 0
pinhdo-manso tem uma exigéncia fértil necessitando de adubagdo com compostos
equilibrados.

A partir disso, Saturnino et al. (2005) realizaram estudos do pinhdo-manso com ARS
e constataram que a produtividade foi alta, devido a adubacdo organica em grande
guantidade. Mantovani, Espindula Neto e Simédo (2003) notaram um aumento da producdo
quando feita a aplicacdo de residuos organicos, ato que foi capaz de suprir a demanda
nutritiva e hidrica da cultura.

Além das vantagens econdmicas, o0 plantio do pinhdo-manso também apresenta
beneficios ambientais. Segundo Toledo et al. (2012), ele tem grande capacidade de estocar
carbono em suas folhas, se apresentando com forte potencial de absorcdo de CO:
atmosférico, possibilitando a aquisicdo de créditos de carbono para amenizar o efeito estufa
(GEE) como parte do programa de Desenvolvimento de Mecanismo Limpo (MDL), conhecido
mundialmente. Este projeto MDL visa contribuir com os paises em desenvolvimento, tendo
como premissas o que foi discutido e aceito no Protocolo de Kyoto, isto €, as metas de reducéo
de GEE, prestando assisténcia aos paises do Anexo |, ou seja, 0s paises desenvolvidos. Esse
calculo de culturas com potencial de estoques de carbono é feito a partir de variaveis
dendrométricas que utilizam modelos matematicos (UNFCCC, 2011).

Ha quatro fatores principais para essa atribuicdo a cultura; o primeiro é a aptiddo em
absorver CO,, componente importante para a formacéo do fruto; o segundo é em relacdo a
alta capacidade de gerar energia através da biomassa, apds a extracao do 6leo, o residuo
que sobra tem grandes concentragdes de nutrientes que podem ser dispostos nas lavouras a
fim de realizar o retorno do carbono ao solo, sendo esta a terceira vantagem; e a quarta € a
possibilidade de ser um substituto para os combustiveis fosseis, devido ao alto potencial de
producéo de 6leo (RESENDE; LONDE; NEVES., 2013).

3.4 Bioindicadores da qualidade do solo

O solo é um recurso renovavel que da suporte para todas as atividades humanas,
sendo resultante do processo de intemperismo e decomposic¢do das rochas (LEPSCH, 2016).
Basicamente, o solo é formado por caracteristicas biéticas e abi6ticas, como clima, relevo,
organismos, material de origem e tempo, que propiciaram transformacdes fisicas e quimicas.
Dentre os fatores abiéticos, o clima e a temperatura tém papel relevante, pois quanto mais

umido e quente uma regido, maior a prospecc¢éao de sofrer a acdo do intemperismo.
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Em relagdo aos componentes biéticos que interferem diretamente na formacao dos
solos, os organismos da macro e microfauna séo distribuidos de acordo com o clima e a
adaptacdo nos ambientes; eles desempenham papel essencial na superficie e interior do solo,
formando canais que permitem a entrada de &gua, que pode acelerar o processo de
intemperismo através da liberacéo de &cidos organicos proveniente da decomposi¢cao da MO
(POLETO, 2008).

Dessa forma, a formacédo dos solos depende de fatores quimicos, fisicos e biologicos,
como também a sua manutencdo depende da relacdo de equilibrio entre esses trés fatores
(LOPES et al., 2013). Todavia, parte essencial do sistema solos sdo 0s organismos que 0
habitam, os quais tém funcgbes extremamente importantes, com grande potencial
biotecnoldgico, sendo considerado o futuro da agricultura.

Os microrganismos procariéticos sdo seres muito abundantes, segundo Borges Filho
e Machado (2013): tém uma populacéo estimada de 10® a 10° unidades por grama de solo,
residentes nas camadas superficiais da litosfera e responsaveis por inUmeras atividades
imprescindiveis para a manutengdo do sistema-solo; sdo seres capazes de atuar na
degradagdo de compostos organicos e na ciclagem de nutrientes como carbono (C),
nitrogénio (N), fésforo (P) e enxofre (S); podem se especializar em atividades menos
heterogéneas, como a fixagcdo biolégica de nitrogénio (FBN) e até mesmo auxiliar as plantas
na absorcdo de nutrientes, estimulando seu crescimento (BPCVs) (CHAGNON et al., 2013;
MIRANSARI, 2013).

Além deles, na fracdo viva do solo, existem outros seres responsaveis por outros
servicos ecossistémicos, como os fungos, insetos, nematoides, algas, protozoarios e
minhocas, sendo que estas tém um papel importante na producao de humus através da
vermicompostagem (BRADY; WEIL, 2013). Contudo, esses grupos sdo separados para
melhor estudo, pois cada um tem sua especificidade e adaptabilidade no ambiente, blocados
em macro (organismos maiores), meso (organismos intermediarios) e microfauna
(organismos menores). O objeto deste estudo encontra-se neste Ultimo grupo.

Como j& citado, os microrganismos tém diversas fun¢des no ambiente principalmente
em relagdo a decomposicdo da matéria organica, sendo 0s principais agentes
transformadores do sistema-solo (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Esta capacidade
degradadora deve-se a grande diversidade de seres existentes, 0os quais adaptaram-se ao
longo de toda a escala evolutiva, adquirindo e transmitindo genes principalmente pela troca
de plasmideos (MADIGAN, 2016). Dessa maneira, compreender a organizagdo e 0
funcionamento da comunidade microbiana especifica de cada regido é fundamental para
identificar as necessidades locais.

De acordo com Cardoso e Andreote (2016), muitos microrganismos diferentes podem
desempenhar a mesma funcdo no ambiente, como no trabalho de Rodrigues et al. (2013),

gue demonstraram a homogeneizacao da microbiota em areas de fragmentos de florestas



12

amazonicas devido a conversao das &reas em pastagens, porém ainda desempenhando suas
atividades.

Chen et al. (2017) também observaram a homogeneiza¢do da microbiota em campos
de cultivo de arroz; no entanto, ndo s6 a cultura escolhida exerceu influéncia na composicao
edéfica, mas também a localizagdo geografica, enfatizando, assim, a necessidade de
pesquisas in loco, de regido para regido. Ainda, em Moura et al. (2016), os autores
constataram a reducdo da diversidade biologica e resiliéncia de alguns grupos especificos
apos anos de aplicacBes sucessivas com AR.

Portanto, o mal manejo de areas tem a capacidade de selecionar determinados grupos
microbianos, o0 que acarreta reducdo na diversidade dos solos, possivelmente
comprometendo os servigos ambientais desempenhados por esses seres. Segundo Parron et
al. (2015), esses servicos séo caracterizados pelas fungfbes que 0s microrganismos realizam
e dos recursos biotecnol6gicos supridos pela microbiota, ou seja, um gasto que o ser humano
nao tem pois ha alguém fazendo no ambiente.

Deste modo, estudos especificos dos atributos bioldégicos sao importantes do ponto de
vista ambiental, para tentar minimizar a perda da diversidade e funcionalidade, como também
do ponto de vista econémico, pois com a inatividade dos microrganismos muitas atividades
desempenhadas por eles sdo comprometidas, aumentando os custos de producao e até
tornando areas agricolas improprias para cultivo.

Os indicadores bioldgicos sdo muito utilizados para mensurar o grau de impacto de
uma regido, embora muitos trabalhos utilizam indicadores independentes, a combinacéo de
alguns é essencial para se determinar a qualidade de um solo, pois s6 assim é possivel obter
respostas relacionadas com o0s seus processos e funcionalidade (VAN LEEUWEN et al.,
2015). Qualquer alteracao reflete diretamente na estrutura e na atividade biolégica no solo;
assim sendo, € necessario utilizar um conjunto minimo de indicadores ambientais que sejam
faceis de aplicar, avaliar e sensiveis aos diferentes tipos de manejo (CHAVES et al., 2012).

Doran e Parkin (1994) definem a qualidade do solo (QS) como sendo a capacidade do
ecossistema de funcionar e sustentar todas as atividades biol6gicas, manter a produtividade
e a sanidade vegetal e animal. Deste modo, os indicadores devem ser rapidos, de baixo custo,
sensiveis porém robustos para ndo fornecer informac¢des equivocadas. Paises como
Alemanha, Republica Tcheca, Reino Unido e Austria utilizam um ndmero minimo de
indicadores no monitoramento de qualidade do solo na comunidade europeia, sendo esses:
biomassa microbiana (BM), respiracéo basal (RB) e a atividade enzimatica do solo (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007; BALOTA et al., 2014; DROBNIK et al., 2018; BUNEMANN et al., 2018).

A biomassa microbiana (BM) é um parametro que tem sido utilizado como um indicador
sensivel as mudancas na MO devido a resposta rapida em relacdo aos atributos fisicos e
guimicos (NOGUEIRA et al., 2015) — também gracas a interacdo com a dinamica da ciclagem

de nutrientes, sendo capaz de diagnosticar qualquer flutuagdo na microbiota, pois segundo
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Hungria et al. (2009), a biomassa em solos agricultaveis € composta por aproximadamente
25 a 30% de seres vivos e, juntamente com os fungos, sdo responsaveis por controlar 0s
processos de respiragdo e ciclagem de nutrientes no solo (MENDES et al., 2011; FERREIRA
etal., 2017).

No trabalho de Fernandes et al. (2013), foi observado um aumento na biomassa
microbiana (BM) e na matéria organica (MO) em &reas recuperadas com o plantio de pinh&o-
manso consorciado e ndo consorciado com uma graminea. No entanto, no trabalho de
Santana et al. (2017), foi realizado um estudo comparando &areas de cultivo com banana,
pastagem e mata nativa. A menor BM foi identificada na area de plantio de banana,
demonstrando a necessidade de estudos voltados para culturas perenes para pratica de um
manejo sustentavel.

Ja a importancia da respiragdo basal (RB) do solo é definida como a avaliagéo da
atividade metabdlica associada ao estresse ambiental da comunidade microbiana, isto &, é
possivel quantificar a somatéria total de todo o CO; sintetizado no solo. Geralmente tal fator
ainda é influenciado por caracteristicas abidticas como umidade, temperatura e estrutura
fisica do solo (SILVA et al., 2010).

Em Almeida et al. (2016), foi observado um aumento da taxa de RB do solo e BM na
cana-de-agUcar ao longo de nove anos, quando realizado o manejo adequado de AR. Em
contrapartida, Braga et al. (2016) encontraram valores baixos em relagdo aos atributos
biol6gicos RB e BM no plantio de eucalipto e pinus devido a auséncia de um manejo
conservacionista.

Nos estudos de Couto et al. (2013) e de Balota, Machineski e Truber (2011), foi
possivel identificar um incremento na biomassa microbiana, na respiracao basal do solo e na
atividade enzimatica do solo apés a aplicacdo de agua residuaria advinda da suinocultura,
demonstrando que esse tipo de manejo beneficia os atributos biolégicos. O trabalho de Fidelis
et al. (2016) constatou que quando feito consoércio de pinhdo-manso com o feijdo, uma
leguminosa, h& incremento no atributo N da BM, demonstrando a importancia da associagéo
de culturas.

A atividade enzimética € outro fator extremamente importante como bioindicador do
solo, pois nada mais é do que resposta da atividade microbiana, de maneira que permita a
compreensdo dos processos de mineralizacdo do solo, monitoramento da degradacdo da
matéria organica e intensidade do fluxo de energia (SCHMIDT et al., 2011; BALOTA, 2017).
Ha véarias enzimas que podem ser quantificadas, como a uredse, celulase, fosfatase,
protease, amilase, lipase, esterases dentre outros importantes para 0S processos
biogeoquimicos.

A atividade enzimatica do solo tem relacao direta com os demais atributos bioldgicos,
pois depende da MO e da sua composi¢ao bioquimica, da BM e das caracteristicas fisicas,

sendo um indicador sensivel as alteracdes que possam ocorrer no solo (ARAUJO;
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MONTEIRO, 2007). Assim como 0s microrganismos, a atividade enziméatica é alterada sob os
diferentes sistemas de cultivo e inser¢do de carbono e nitrogénio, sendo possivel identificar
correlagdes significativas entre enzimas e BM (GRANDY et al., 2013; BALOTA, 2017).

As enzimas sdo divididas em diversas categorias como sendo hidroliticas e oxidativas.
Ha um grupo no solo de enzimas ndo especificas que estdo envolvidas diretamente na
degradacdo de diversos compostos organicos, sdo as proteases, lipases e esterases,
altamente sensiveis, e seus estudos amplamente aceitdveis como um indicador do solo
através do método da hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA) (RIBEIRO; CUNHA; SILVA,
2015; NOGUEIRA et al., 2015).

Trabalhos como o de Silva et al. (2015) observaram maior aumento das taxas de FDA
em areas de pastagem que receberam adubacgdo organica por 14 anos quando comparadas
com valores obtidos de areas adubadas por dois anos. Ja em Santos et al. (2015), que
avaliaram diversos manejos de cobertura associados ao cultivo da soja, constataram maiores
valores de FDA ~ 690 mg kg solo? h na safra e ~ 320 mg kg solo! h' na entressafra, na
associacdo de soja com braquiaria no sudoeste goiano. Também Souza et al. (2016)
observaram que a hidrolise de FDA foi capaz de demonstrar a oscilagéo da diversidade e da
atividade microbiana de solos da regido de Rondbnia em estagio de recuperacdo apos
exploracdo para mineracgao.

A busca pelo entendimento dos indicadores de qualidade do solo tem sido relatada
como um dos principais focos de pesquisadores atuantes na area de ciéncia do solo
(CARDOSO et al., 2013). E evidente que dentro da pesquisa os efeitos da irrigacéio com aguas
residudrias na microbiota do solo sdo negligenciados na maioria dos estudos, sendo de
extrema importancia, pois, apesar das inegaveis vantagens que essa pratica traz, ha impactos
adversos que influenciam a produtividade e a sanidade do local (BECERRA-CASTRO et al.,
2015).

Segundo Cherubin et al. (2015), a MO é um dos parametros mais sensiveis
perturbados pela adigcdo da adubag&o organica. Investigar as alteracdes biolégicas do solo
tem sido uma maneira preventiva de mitigar possiveis consequéncias futuras ocasionadas
pelo mal manejo de agora dos solos, reduzindo impactos e praticando a agricultura
sustentavel. Assim, compreender as modificagdes que ocorrem em um solo adubado com AR
por anos, em uma cultura de grande interesse econdmico mundial € uma das premissas para
desenvolver futuras tecnologias que potencializem a produc¢éo de 6leo no pinhdo-manso como

também estimule a reducao de custos de implantacdo da cultura.
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5 ARTIGOS

5.1 ARTIGO 1 - ATRIBUTOS BIO~LOGICO'S DE UM SOLO CULTIVADO COM PINHAO-
MANSO SUBMETIDO A APLICACOES DE AGUA RESIDUARIA DE SUINOS

Resumo

A adubacdo com &gua residuaria de suinos (ARS) em sistemas agricolas tem sido uma
alternativa de manejo sustentavel. Entretanto, necessita de monitoramento devido as
interferéncias que pode provocar na funcionalidade do solo com a entrada de grandes
volumes de carbono e microrganismos. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de
avaliar os atributos microbiologicos de um latossolo vermelho submetido a diferentes doses
de agua residuaria de suinos, a fim de identificar a dose agrondmica e ecoldgica viavel para
recomendacdo de aplicacdo com agua residuéria. O experimento foi conduzido em blocos
casualizados em uma area sob o cultivo de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) com seis
tratamentos e trés repeticdes para diferentes dosagens de ARS, sendo 0, 40, 80, 120, 160 e
200 ARS em m3 ha. Os atributos avaliados foram o carbono da biomassa microbiana (CBM),
respiracdo basal do solo (RBS), quociente metabdlico (qCO-) e quociente microbiano (gMIC).
Foi realizado teste de Kruskal-Wallis a 10% de significAncia com posterior realizacdo da
analise de regressdo e analise multivariada de componentes principais (ACP) utilizando o
Programa RStudio. A partir dos dados obtidos foi possivel apontar que a dose ideal de ARS
para a capacidade suporte da comunidade microbiana de um latossolo vermelho eutroférrico
cultivado com pinhdo-manso foi a de 105 m3 ha®. No entanto, devido a tolerancia e a
plasticidade dos microrganismos que se estabelecerem no sistema, pode ser recomendado o
uso do produto como adubo até o volume de 160 m3 hal. Os dados também revelam que,
acima disso, ocorreu reducdo da atividade microbiana (CBM) e do percentual de
microrganismos na MO (gMIC). Na dose de 200 m? hal, também ocorreu o aumento da taxa
respiratoria (RBS) e do estresse metabdlico (qCO2), demonstrando reducéo da conversao e
mineralizacdo do carbono. Portanto, a adubacdo agricola com ARS no manejo de plantas
perenes pode ser fortemente recomendada, mas precisa ser monitorada para que haja
manutencéo da capacidade suporte do solo e ganhos que ndo sejam somente econémicos,
mas também ambientais.

Palavras-chave: Bioindicadores, dose, monitoramento.

BIOLOGICAL ATTRIBUTES OF A CULTIVATED SOIL WITH JATROPHA sp. SUBMITTED
TO APPLICATIONS OF WASTEWATER SWINE (ARS)

Abstract

Fertilizer of wastewater swine (ARS) in agricultural systems has been an alternative of
sustainable management. However, it needs to be monitored because of the interferences it
can cause in soil functionality with the entry of large volumes of carbon and microorganisms.
In this context, the present study had the objective of evaluating the microbiological attributes
of a red latosol submitted to different doses of wastewater swine, in order to identify the
agronomic and ecological dose feasible to recommend application. The experimental design
was conducted in a randomized block in an area under Jatropha curcas L., with six treatments
and three repetition at different ARS dosages of ARSm being 0, 40, 80, 120, 160, and
200 m3 hal. The attributes evaluated were microbial biomass carbon (CBM), soil basal
respiration (RBS), metabolic quotient (qCO-), and microbial quotient (QMIC). A Kruskall-Wallis
test was performed at a significance level of 10% with subsequent regression analysis and
Principal Components Analysis (PCA) using Program RStudio. From the obtained data it was
possible to indicate that the ideal dose of ARS for the microbial community support capacity of
a red eutrophic latosol cultivated wit Jatropha sp. was 110 m3 ha!. However, due to the
tolerance and plasticity of the microorganisms established in the system, the use of the product
as a fertilizer until the volume of 160 m3 ha* can be recommended. The data also reveal that,
above this, there was reduction of microbial activity (CBM) and percentage of microorganisms
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in MO (gMIC). At a dose of 200 m3 ha, respiratory rate (RBS) and metabolic stress (qCO,)
also increased, demonstrating reduced conversion and carbon mineralization. Therefore,
agricultural fertilization with ARS in the management of perennial plants can be strongly
recommended, but it needs to be monitored to maintain soil support capacity and gains that
aren’t only economic but also environmental.

Key words: Bioindicators, dose, monitoring.

1 INTRODUCAO

O Parana (PR) desempenha um papel importante na economia brasileira devido a
predominancia e a extensao do seu agronegocio. Segundo Turra (2017), s6 a microrregiao de
Toledo contribui com 12% do valor bruto de todo o PIB do estado. Um dos setores
responsaveis por esta participagéo é a cadeia produtiva suinicola. Somando-se ao entorno de
Cascavel, a regido do oeste paranaense é detentora de 65% dos rendimentos do setor de
carne suina (GERVASIO, 2017).

Este grande potencial produtivo se deve ao tipo de manejo empregado baseado na
criaco intensiva de animais em confinamento (Siscon). Este sistema, que tem como premissa
a permanéncia de uma maior quantidade de animais em uma area pré-definida sob condicédo
fitossanitaria altamente controlada. No entanto, o 6nus desta pratica é a geracdo de uma
grande quantidade de residuos liquidos cujo tratamento e destinagdo adequados sao tarefas
delegadas ao produtor (SEIDEL et al., 2010).

Uma das formas de destinacao final da dgua residuéria de suinos (ARS) é a disposicao
em solos para aproveitamento agricola. Demonstra-se que a adubacédo com ARS pode
promover beneficios aos atributos fisicos, quimicos e biolégicos do solo, pois tem sido
considerado um composto rico em nutrientes como nitrogénio, fésforo e carbono, de efeito
fungistatico e bacteriostatico (BALOTA; MACHINESKI; MATOS, 2012, CAPAZ; NOGUEIRA;
2014; MATOS et al., 2016).

Trabalhos tém apontado que a ARS também funciona como um condicionador de solo
melhorando a capacidade de trocas catibnicas (CTC), propiciando as plantas cultivadas o
aumento do crescimento radicular e a tolerncia ao estresse hidrico (FAO, 2014; PAULETTI
et al., 2014; SILVA et al., 2014; BALOTA, 2017). Segundo Reznik et al. (2017), o uso da ARS
como adubo organico (biofertilizante) é ecologicamente e economicamente mais sustentavel
a médio e longo prazo, pois € um residuo duas vezes mais vantajoso, ja que, além de fornecer
0s nutrientes e ser capaz de modificar a estrutura do solo, também permite o reuso de agua
frente a escassez aquicola.

No entanto, quando adicionado em excesso ao solo, a ARS pode promover grandes
problemas ambientais, como salinizacdo, lixiviagdo, eutrofizacdo, selamento superficial,
contaminacdo por excesso de nutrientes como potéssio (K), fésforo (P), zinco (Zn) e cobre
(Cu) (MATOS et al., 1997; SAMPAIO et al., 2010; LOURENZI et al., 2013). Dessa forma,

pesquisas precisam procurar solugdes para o uso funcional e sustentavel desta grande
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quantidade de ARS em solos agricolas na adubacéo de plantas cultivadas. A relevancia deste
tipo de estudo esta em resolver um impasse econdmico com uma solugdo ecolégica (SINGH;
PANDEY; SINGH, 2011; FAO, 2014; NOGUEIRA et al., 2015).

Bioindicadores sdo um dos melhores parametros para avaliar e monitorar esta
proposta alternativa de manejo nutricional do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Os
microrganismos séo a fracdo viva do solo, altamente sensiveis e responséveis por todos o0s
principais processos de metabolizagdo, conversdo e mineralizacdo dos nutrientes, que,
guando sao diretamente afetados, promovem perdas ambientais e econémicas (MENDES et
al., 2011; CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Qualquer interferéncia no solo altera de forma
direta sua estrutura e atividade biol6gica, principalmente quando ha inser¢cdo de uma alta
carga de matéria organica (MO) e microrganismos competidores provenientes da adubagéo
organica (FRENK; HADAS; MINZ, 2018).

O uso de microrganismos como bioindicadores para mensurar a qualidade do solo sdo
bem aceitos, visto que estdo diretamente relacionadas com as a¢des metabdlicas e funcionais
de microrganismos do solo (GIACOMINI et al., 2014). Trabalhos como de Colodel et al. (2018),
gue combinaram alguns atributos biolégicos como carbono da biomassa microbiana (CBM),
respiracdo basal do solo (RBS), quociente metabdlico (QCO-) e quociente microbiano (gMIC)
a fim de mensurar distintos manejos no estado do Mato Grosso, detectaram perdas nos
atributos fisicos e biol6gicos do solo em plantio convencional.

Silva et al. (2015), que combinaram os mesmos atributos com algumas enzimas como
hidrélise de FDA, uréase e B-glucosidase para determinar o efeito da adubagédo com ARS em
diferentes areas de pastagens por distintos tempos de adubacao, constataram a melhora dos
solos com maior periodo de adubacgédo. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de
avaliar os atributos microbiolégicos de solos submetidos a diferentes doses de ARS, a fim de

identificar a dose agronémica e ecol6gica viavel para recomendacédo de aplicagdo com ARS.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagéo e caracterizagdo da area experimental

Este estudo foi conduzido na regido Oeste do Parana, na cidade de Palotina — PR, na
area experimental do Colégio Agricola Estadual Adroaldo Augusto Colombo (CAEAAC), cujas
coordenadas geogréficas sdo de 24° 21’ 04” latitude sul, de 53° 44’ 80" longitude oeste
(Greenwich), com altitude média de 332 m. A regido tem como caracteristicas um clima do
tipo subtropical umido (Cfa) com predominio de verfes quentes e invernos amenos, com
pluviosidade média anual de 1800 mm (KOPPEN, 1999). O solo caracteristico da regiao é
classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico de textura argilosa (SANTOS et al., 2018),

sendo que a area tem um relevo suave ondulado e 5% de declividade.
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Figura 1 Localizacdo da area experimental situado no Colégio Agricola Estadual Adroaldo
Augusto Colombo (CAEAAC), Palotina/PR
Fonte: O autor (2019).

2.2 Delineamento experimental

A cultura modelo utilizada foi o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), uma planta
arbustiva que foi instalada em uma area de 900 m2 em 2006, subdivida em dezoito parcelas
(3 x 4 m) onde foram instaladas quatro plantas. O experimento foi conduzido em blocos
completos casualizados (DBC), com as parcelas divididas em seis tratamentos e trés
repeticdes, sendo: uma testemunha-T1 e mais cinco diferentes dosagens de agua residuaria
de suinos (ARS): T2-40, T3-80, T4-120, T5-160 e T6-200 m3 ha' de ARS. A distribuicéo foi
feita por sorteio respeitando o grau de liberdade e as dosagens definidas segundo Rezende
et al. (2009) e reafirmadas por Balota (2017).

2.3 Caracterizacdo quimica e aplicacao da agua residuaria de suinos (ARS)

A primeira aplicacdo da ARS foi realizada antes do periodo de florescimento, no més
de dezembro de 2017. A segunda e a terceira das distintas dosagens foram aplicadas,
respectivamente, nos meses de marco e junho de 2018, época que corresponde aos periodos
de maturacéo do fruto e desfolha do pinhdo-manso. As aplicac6es foram feitas com o auxilio
de regadores de PVC com capacidade de 10 L. O rejeito ndo recebeu tratamento prévio além
do armazenamento em esterqueiras apos o recolhimento diario das baias (Tabela 1).
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Tabela 1 Caracterizagdo quimica das aguas residuarias utilizadas na primeira (ARS 1),
segunda (ARS 2) e terceira (ARS 3) aplicacéo sob a area experimental cultivada com pinhao-
manso, Palotina/PR

pH Cond. ST SF SYY N total Namon. ALCtot. ALCp. Acidez

mg. L*?

ARS 1 7,18 9,81 22532,00 7850,00 14682,00 3294,20 221550 600,00 6600,00 291,00
ARS 2 8,12 8,08 15432,00 6006,00 9426,00 2373,00 1722,00 800,00 5200,00 281,30
ARS 3 7,50 7,26 10980,00 4188,00 6790,00 2154,60 1437,80 1300,00 3800,00 824,50

DQO P Ca Na Mg K Mn Zn Cu Fe

mg. L*?

ARS 1 5626,00 346,83 242,21 254,78 357,24 135692 13,71 32,24 33,74 85,6
ARS 2 2036,00 188,28 184,01 222,26 223,19 919,18 6,34 22,36 20,16 44,59

ARS3 3711,00 109,85 58,06 261,5 126,19 8228,71 2,99 13,46 11,32 43,69

*pH: potencial hidrogenidnico; Cond: condutividade elétrica; ST: sdlidos totais; SF: solidos fixos; SV: soélidos
volateis; N total: nitrogénio total; N amon.: nitrogénio amoniacal; ALC tot.: alcalinidade total; ALC p.: alcalinidade
parcial; DQO: demanda bioguimica de oxigénio; P: fosforo; Ca: calcio; Na: sodio; Mg: magnésio; K: potassio; Mn:
manganés; Zn: zinco; Cu: cobre; Fe: ferro.

2.4 Coleta de solo

O solo foi coletado com o auxilio de trado holandés na profundidade de 10 — 15 cm,
20 dias apés a ultima aplicacdo de ARS (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994). Em cada parcela
foram coletadas cinco sub-amostras, que compuseram uma amostra composta, totalizando
18 amostras. As amostras foram mantidas a temperatura de 4° C e direcionadas ao laboratério
de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal da Universidade Federal do Parana — Setor
Palotina.

2.5 Obtencao dos atributos biolégicos do solo

Para a obtencdo da atividade metabdlica do solo foi inicialmente determinada a
umidade pelo método gravimétrico segundo Embrapa (2011). O carbono da biomassa
microbiana (CBM) foi obtido pelo processo de fumigacdo-extracdo conforme o proposto por
Vance, Brookes e Jenkinson (1987). A respiracao basal do solo (RBS), foi determinada pelo
método de Jenkinson e Polwlson (1976). O quociente de carbono organico (qCO.) foi obtido
pela razdo entre a RBS por unidade de CBM e o quociente microbiano (qMIC) foi obtido pela
razdo da CBM com o carbono organico total (COT) pelo método de Walkley-Black (EMBRAPA,
1997).

2.5 Andlises estatisticas

Todos os dados foram testados quanto a adequacdo dos residuos, a distribuicdo
normal pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de Bartlett e Levene. Os
valores de CBM, RBS, qCO, e qMIC foram submetidos a analise de variancia de Kruskal-
Walllis a 5% de significancia pelo software RStudio (R CORE TEAM, 2018) utilizando o pacote

stats. Posteriormente os atributos foram submetidos a analise de regresséo pelo teste de
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média F com base na ANOVA, para encontrar a dose ideal, as equac¢des foram derivadas. A
andlise de componentes principais (ACP) foi realizada utilizando o pacote vegan (JARI
OKSANEN et al., 2018). Todos os dados foram obtidos sobre a matriz de correlagéo de

Pearson, com o critério de retengdo de componentes principais (CPs) de “broken-stick”.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atributos microbiolégicos e respostas metabdlicas

Por meio dos dados obtidos, foi possivel verificar que todos tratamentos com as
diferentes dosagens de agua residuaria de suinos (ARS) afetaram os atributos CBM e qCO..
Ja a RBS e gMIC néo se alteraram diante das sucessivas aplicacdes de ARS durante o
periodo em questao (Tabela 2).

Tabela 2 Atributos microbianos de Latossolo vermelho sob cultivo de pinh&do-manso e
aplicacdo de diferentes dosagens de agua residuéria de suinos (ARS)

DOSES CBM*** RBS"s gqCO*** gMICnrs
(m? ha) (mgCkg®  (mgC-CO;kg® (mg C-CO,g* (%)
solo) solo h?) C-CBM.h!)

(T1) Testemunha 106,60 0,31 2,90 0,67
(T2) 40 128,38 0,24 2,11 0,74
(T3) 80 124,99 0,26 2,08 0,79
(T4) 120 117,06 0,24 2,02 0,74
(T5) 160 130,91 0,25 1,93 0,76
(T6) 200 98,73 0,27 2,78 0,66
Média 117,78 0,26 2,30 0,73
CV%* 13,04% 14,38% 21,44% 9,77%
p-Va|or 0,02 0,29 0,04 0,08

Sendo: carbono da biomassa microbiana (CBM), respiracéo basal do solo (RBS), quociente metabdlico (QCOx),
quociente microbiano (qMIC). * CV%: coeficiente de variagdo; *** Variaveis significativas (p<0,05) pelo teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis. ns: n&o significativo pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Comparando a dose de 200 (m3 hal) com todas as outras aplicacdes de ARS, ficam
evidente menores valores médios de CBM e gMIC e maiores valores de RBS e qCO,, (Tabela
2). Na dose 160 (m3 ha') de ARS, houve maior valor de CBM, chegando a ~130,9 (mg C kg*
solo) e menor valor de qCO2, ~1,93 (mg C-CO, g* C-CBM.h), ambos os atributos, diferem
significativamente (10%) em relacdo as demais doses (Tabela 2).

Os valores encontrados na dose (160 m3 ha?), demonstra a maior eficiéncia na
conversao do carbono, mesmo sob baixa quantidade de CO- produzida por unidade de CBM.
A equalizacéo do valor da RBS em relacéo aos do CBM e do qCO- reforga a afirmagéo anterior
apontando que, nesta condi¢do, pode estar havendo uma maior retencao do carbono da MO
na composicao dos tecidos microbianos (BALOTA; MACHINESKI; MATOS, 2012; NOGUEIRA

et al., 2015). Isto é devido ao estimulo dado a multiplicacao da biota natural do solo na busca



28

por manter seu perfil estrutural frente a introducdo dos novos microrganismos presentes na
ARS, competidores por espago e alimentos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; CARDOSO;
ANDREOTE, 2016).

Com a entrada de uma grande quantidade de AR, ocorrem momentos de alteragédo na
estrutura da comunidade bacteriana que podem ocasionar alto estresse biolégico, levando a
comunidade ao méaximo das suas atividades metabdlicas, em funcdo do seu reajustamento
(FRENK; HADAR; MINZ, 2018). Dessa forma, os microrganismos tendem a atingir sua
capacidade limite de atividade apds uma perturbacédo alcancando o seu platé quando se refere
a servicos ecossistémicos (PARRON et al., 2015). No entanto, essa pressao ambiental é
valida em certos casos, para ativar certos processos bioquimicos e enziméticos que
promovem maior eficiéncia e tornam a comunidade resiliente (EPELDE et al., 2012).

A dose 200 m? ha'! foi a que apresentou os valores menos aceitaveis, demonstrados,
principalmente, pela redugcédo da CBM e pelo aumento do qCO.. Por outro lado, os dados de
CBM encontrados para a dose 160 m2 ha! (130,91 mg C kg solo) revelaram um ganho de
biomassa significativo em relagédo a testemunha e as demais concentragdes inferiores. Foi
possivel observar um qCO.; mais estavel quando comparado a testemunha e a dose
200 m3 ha! (Figura 2). Esta entrada excessiva de nutrientes como nitrogénio (N), magnésio
(Mqg), fosforo (P), potéssio (K) pode saturar e comprometer algumas atividades microbianas,
promovendo queda do potencial redox, retardando a taxa de decomposicdo levando até a
salinizacdo temporaria do solo e limitando a disponibilidade de nutrientes (HERNANDEZ;
POLO; PLAZA, 2013; RATH; ROUSK, 2015).

A quantidade de cada elemento quimico presente num adubo, organico ou nao, pode
influenciar na obtencéo de um indice de qualidade do solo (IQS) adequado (BALOTA, 2017).
Trabalhos como o de Balota et al. (2014) identificaram uma influéncia negativa de doses de
ARS acima de 120 m3 ha! na esporulacdo de fungos micorrizicos devido ao fornecimento de
altos teores de fosforo (P) ao solo, apesar de promover ganhos quimicos crescentes ao solo,
como melhora do carbono orgéanico. Souza, Rodrigues e Marques (2016) reforcam que
mudangas significativas podem ocorrer na macrofauna do solo apés um grande periodo de
adubacéo organica devido ao fornecimento de um carbono organico de lenta decomposi¢éo

guando comparado ao proveniente de fontes minerais.

3.2 Bioindicadores e a dose agronémica e ecoldgica mais viavel

Para a andlise de regressdo dos valores de CBM houve resposta polinomial de 22
ordem (c6ncava ou positiva) com R? = 0,6092, sendo significativo pelo teste F (Figura 2a).
Para RBS houve resposta polinomial de 22 ordem (convexa ou negativa) com R2= 0,7226,

sendo ndo significativo pelo teste F (Figura 2b).
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Figura 2 (2a) Andlise de regressao para o carbono da biomassa microbiana (CBM), (2b)
respiracdo basal do solo (RBS), (2c) quociente metabdlico (qCO.) e (2d) quociente microbiano
(D) de Latossolo vermelho sob cultivo de pinh&o-manso e aplicacdo de diferentes dosagens
de agua residuéria de suinos (ARS)

Para qCO: houve resposta polinomial de 22 ordem (convexa ou negativa) com
R2 = 0,8705 sendo significativo pelo teste F (Figura 2c¢). Por fim, para gMIC houve resposta
de 22 ordem (cdncava ou positiva) com R2 = 0,8546 sendo significativo pelo teste F (Figura
2d). Deste modo, foi possivel estimar a dose ideal de ARS para cada variavel observada,
sendo, respectivamente, 100, 110, 103 e 100 m3 ha! de ARS, correspondente a CBM, RBS,
qCO; e gMIC (Figura 2). Resultados similares foram encontradas em trabalhos executados
no mesmo tipo de Latossolo vermelho; por exemplo, foi possivel quantificar uma o6tima
resposta dos atributos biolégicos nas dosagens de 90 e 100 m3 ha! na cultura do milho
(BOLZANI; OLIVEIRA; LAUTENSCHLAGER, 2012; BALOTA et al.,, 2014; MOURA et al.,
2016).

Segundo Balota, Machineski e Matos (2012), doses crescentes de ARS promovem o
aumento gradual do CBM até 90 m3 ha! ao ano em culturas com ciclo mais curto como soja.
Para estes autores, doses muito altas de residuos organicos tendem a promover a reducao
da CBM com consequente perda de carbono devido ao tipo de manejo realizado. Ja para

Plaza et al. (2004), na dosagem de até 150 m3 ha® ao ano foi identificada incorporagéo do
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carbono e do nitrogénio na BM no cultivo da soja, mas, acima disso, o manejo foi considerado
prejudicial, pois demonstrou aumento da mineralizagéo parcial do carbono orgéanico pela RBS.

Os atributos biolégicos variam de acordo com o tipo de solo, clima, temperatura, pH,
aeracao, textura do solo e, principalmente, em relagdo a fonte de MO fornecida & comunidade
microbiana. A comunidade microbiana deve ser de qualidade para que haja a transformacéo
e imobilizac@o do carbono de forma eficiente, estando imediatamente disponivel para a planta
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006, CARDOSO; ANDREOTE, 2016; BALOTA, 2017). Dessa forma,
determinar o teor de MO do solo é imprescindivel para a maior eficiéncia da decomposicao,
assim como a qualidade do carbono fornecido ao solo.

Os valores médios de MO foram diferentes (em p-valor <0,10) a saber: Testemunha:
4,99; dose 40 m3 ha': 3,64; dose 80 m3 ha': 3,58; dose 120 m3 ha': 3,47; dose 160 m3 ha*:
3,32 e dose 200 m2 ha': 4,79%. O modelo estatistico que melhor se ajustou para a obtencdo
deste parametro foi o polinomial de segunda ordem com coeficiente de determinacéo 0,87, o
gue permitiu observar um incremento da MO apenas no T6 (4,79%), sendo o valor mais
préximo da testemunha T1 (4,99%).

Nos demais tratamentos foi observada uma queda quando comparado com a
testemunha, assim como nos trabalhos de Scherer, Nesi e Massotti (2010) e Agne e Klein
(2014), em que ndo constataram o incremento na MO do solo ap6s uso prolongado de AR de
suinos para o0 mesmo latossolo. No entanto, h4 uma estreita relacdo do teor de MO do solo
com os atributos biolégicos (Figura 3), principalmente com o qCO,, que apresentou uma
correlagdo positiva absoluta. Estudos apontam que, na maioria das vezes, ha grande
eficiéncia metabdlica da comunidade em converter o carbono a partir da MO acumulada no
solo ap6s aplicacdes sucessivas de AR, pois nessa fase inicial o carbono é mais rapidamente
mineralizado e imobilizado pela presenca de carbonados mais labeis presentes na solu¢ao do
solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; GIACOMINI et al., 2008; SANTOS et al., 2015; BALOTA,
2017).

Por outro lado, neste trabalho foi observada uma relagéo inversamente proporcional
da MO com o CBM (Figura 3). E sabido que o carbono da BM representa de 1 a 5% da MO
total do solo, isto €, a MO é formada por todas as formas de carbono possiveis de serem
encontradas no solo, seja mineralizado, imobilizado e humificado (NOGUEIRA et al., 2015).
Desta forma, essa relagéo inversa pode estar relacionada com a qualidade da MO fornecida
ao solo a partir da adubacéo orgéanica, a qual ainda nao foi totalmente incorporada pela CBM
devido ao ajustamento populacional em que a comunidade se encontra no periodo de coleta
(20 dias da ultima adubacdo) (SOMMER; SHERLOCK, 1996; AITA et al., 2006; BALOTA,
2017).

Observando a andlise de componentes principais (ACP), o componente principal 1
(CP1) e o componente principal 2 (CP2) compuseram juntos 97,1% da variancia total dos

dados. O CP1 apresentou 88,2% e o CP2 8,9% (Figura 3), apontando, respectivamente que
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os atributos qCO; e RBS foram os que melhor discriminaram os dados deste estudo. A partir
disso, nota-se que a dose de 160 m3 ha é a que apresenta a melhor relagédo dos atributos
biol6gicos avaliados, pois encontra-se inversamente ao qCO: e diretamente relacionado com
a CBM do solo. Observando a testemunha e a dose de 200 m3 ha, nota-se que ambas estédo
diretamente relacionadas a altos indices de qCO, demonstrando uma possivel perturbacéo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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Figura 3 Analise de componentes principais (ACP) para atributos microbiol6gicos do solo
obtidos de uma area experimental sob o cultivo de pinhdo-manso na regido Oeste do Parana
o qual foi submetido a sucessivas aplicacdes com diferentes dosagens de agua residuaria de
suinos (ARS), sendo T1 (Testemunha), T2 (40 m3 hal), T3 (80 m3 hal), T4 (120 m3 hal), T5
(160 m3 hal) e T6 (200 m2 hal). * CBM: Carbono da biomassa microbiana do solo, qCO::
Quociente metabdlico, RBS: Respiracdo Basal do Solo, gMIC: Quociente microbiana e MO:
Matéria organica do solo.

O metabolismo microbiano e sua dindmica esta relacionada com a taxa de
decomposicdo da MO que se relaciona estritamente ao tipo e a quantidade de carbono
presente no adubo organico, o qual pode variar de 20 a 40% do carbono (C) assimilavel pela
biota que tem como tempo médio de decomposicdo um periodo de 8 a 12 semanas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A assimilacdo do carbono remete as premissas basicas da
adubacado organica, que recomenda varias aplicacdes relativamente pequenas do que
aplicagdes pesadas de residuo de uma Unica vez, pois, ao longo do tempo, essa biota tende
a incorporar gradativamente esse carbono, alcan¢ando os niveis ideais de teor de CBM no
solo (1 a 5%) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; BALOTA, 2017).
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Isto é reforcado quando observado a dose 200 m3 hal, em que o excesso de adubo
foi capaz de reduzir a porcentagem de CBM quando comparado a testemunha (sem aplicagéo)
(Figura 4), o que remete & importancia tanto da qualidade do carbono inserido como também
da quantidade limite para a capacidade suporte do solo, pois um carbono recalcitrante ndo
sera capaz de ser imobilizado pela biota (GIACOMINI et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2015).

CBM MO

Teor (%)

0 40 80 120 160 200

Doses de AR m® ha!

Figura 4 Relagdo do carbono da biomassa microbiana (CBM) e teores de matéria organica
(MO) de Latossolo vermelho sob cultivo de pinhdo-manso e aplicagédo de diferentes dosagens
de &gua residuéria de suinos (ARS).

Portanto, foi possivel observar que a adicdo de residuos organicos no solo pela AR
interferem diretamente na atividade metabdlica e na eficiéncia da decomposicao da MO do
solo, sendo que este necessita de um grande periodo de tempo para que possa vir a se
estabilizar. Além disso, muitos estudos, como o de Plaza et al. (2004), Balota, Machineski e
Matos (2012), Balota et al. (2014), Moura et al. (2016) corroboram que, a dose de
100 m3 ha é a ideal para este tipo de solo, principalmente com cultivo predominante de uma
planta perene, pois € mais adequado doses mais leves sob aplicagbes sucessivas para
estimular constantemente a nivel metabdlico da comunidade microbiana, ja que a cultura
passa por periodos sob baixa cobertura do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

No entanto, este solo € capaz de se adequar e responder a uma dosagem de até
160 m3 ha! devido a sua condicéo de resiliéncia, tolerancia e elasticidade do novo perfil da
microfauna que se restabeleceu ap6s o uso continuo de ARS. No entanto, sob esta condicédo
mais limitante, os bioindicadores vao servir para alertar e monitorar as atividades metabolicas
para que, a longo prazo, o produto ndo possa ocasionar problemas de fertilidade e
contaminagdo do solo (DIACONO; MONTEMURRO, 2010; MOURA et al., 2016; LUDWIG,;
WILMES; SCHRADER, 2017).
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3.3 Microbiota do solo e capacidade limite de ARS no solo

Mesmo a dose ideal média de ARS sendo ~105 m3 ha?, Latossolos vermelho, como
deste estudo, podem tolerar aumento de até 160 m3 ha' de ARS, pois como apresentaram
menores valores de qCO; (perturbacao metabdlica) e maiores de CBM, pondera-se que houve
um ganho consideravel de CBM aliado a uma taxa respiratoria adequada (RBS), com uma
conversao de carbono estavel e eficiente (menor gCO,) (Tabela 2).

Em termos percentuais, notaram-se gque os valores de CBM aumentaram 23% de dose
zero a 160 m3 halde ARS, ja de zero a 200 m3 ha'de ARS houve reducédo da CBM de -7,5%.
Outro ponto relevante para indicar a dose de 160 como dose limite seria sua compara¢ao com
a dose 200 vias atributos microbianos; neste panorama, os valores CBM reduziram em -25%.

O gMIC e qCO: sao dois atributos microbianos e funcionam como bioindicadores muito
importantes, pois o gMIC remete diretamente ao percentual de acumulo de carbono organico
no solo, refletindo no carbono imobilizado na biomassa (SILVA et al., 2010), enquanto que o
gCO; representa a eficiéncia da conversédo do carbono e da atividade microbiana, sendo um
importante indicador representativo de um ambiente sob estresse em relacdo a um ambiente
estavel (ANDERSON; DOMSCH, 2010; CARDOSO; ANDREQOTE, 2016).

Os valores qCO, aumentaram 44% comparando as doses de 160 a 200, ou seja, 0
CBM na dose 200 néo é eficiente na conversao de C via processo de respiracao, indicando
maior nivel de perturbacao biolégica do solo. Neste cendrio de comparacao, houve diminuicdo
de -13% dos valores de gMIC, indicando que menor quantidade de C-organico labil esta
disponivel para a quantidade de CBM; portanto, na dose de 200 houve ponto limite da
microbiota em metabolizar a ARS (BALOTA, 2017).

Assim, devido a area experimental apresentar-se descoberta, é necessario a
implementacdo de um manejo eficaz para manutencdo da biota do solo devido a sua
caracteristica (AMARAL et al., 2011). Em cultivos perenes, ha a possibilidade de realizar o
consorcio do pinhdo-manso com plantas de cobertura e/ou leguminosas nas entrelinhas, visto
que os solos da regido se caracterizam como &cidos com alta taxa de decomposicao da MO
(BALOTA, 2017). Exemplos das leguminosas que estimulam fixa¢do biolégica de nitrogénio
(FBN), proporcionando maior incremento de N, contribuindo para o equilibrio da relacdo C:N
do solo em questédo (FIDELIS et al., 2016; BALOTA, 2017).

Nas condi¢cGes deste estudo, hipotetiza-se que a combinacdo de 160 m3 ha'lde ARS
em cultivo de pinhdo-manso (ou outra planta perene), com plantas de cobertura nas
entrelinhas, pode favorecer novos habitats microbianos, melhor qualidade biol6gica de solo e
aumento do repositério nutricional do solo. Desta forma, a adubacao organica via residuos ou
dejetos se apresenta como uma 6tima fonte de MO e de microrganismos distintos que podem

vir a ser incorporados neste solo, estimulando a diversidade metabdlica microbiana para em
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busca da reestruturacdo do mesmo (LAMBAIS et al., 2005; AMARAL et al., 2011; CARDOSO;
ANDREOTE, 2016).

Girotto et al. (2010) afirmam que a aplicacédo de doses de até 80 m3 ha de ARS por
muito tempo em um solo, pode exceder a sua capacidade suporte, passando a acumular
alguns micronutrientes, como cobre (Cu), magnésio (Mg) e zinco (Zn). Balota e Chaves (2010)
afirmam que na dosagem 120 m3 ha* pode ocorrer reducédo da mineralizagdo do nitrogénio
(N) e possiveis perdas por volatilizagdo. Tal fato foi confirmado por outros pesquisadores que
constataram o acumulo de N ocasionando contaminacao e lixiviacdo do solo em dosagens
acima de 150 m3 ha! (HERNANDEZ; POLO; PLAZA, 2013). Por outro lado, Castaldelli et al.
(2015) ndo observaram nenhum efeito negativo na macro e mesofauna de solos sob o cultivo
de milho com aplicacGes de ARS de doses até 300 m3 ha. Silva et al. (2015) avaliaram
diversos atributos biolégicos como a atividade enzimatica e o quociente metabdlico em
diversas areas de pastagens e nao identificaram alteragdo na funcionalidade dos solos
avaliados.

A RBS é um importante atributo relacionado a atividade bioldgica, envolvendo
caracteristicas biéticas e abidticas do meio ambiente (SILVA et al., 2010). Neste trabalho, para
todos os tratamentos sob aplicacées com ARS, foi observado pouca variagdo do valor deste
atributo (Tabela 2), exceto para o T6, pois 0 aumento da respiracdo combinado com os demais
atributos (CBM, qCO; e gMIC) demonstrou um estresse microbiano para esta dose (200 m3
hal). Outros autores descreveram que devido a insercdo de uma grande quantidade de
residuos que nédo foi assimilada de forma eficiente, sendo, portanto, parte mineralizada,
devido a dissociacdo de carbonatos presentes no residuo e a rapida liberacao de CO, quando
inserida no ambiente uma ARS mais alcalina (pH acima de 7,0), como € o caso da usada
neste estudo em questdo (SOMMER; SHERLOCK, 1996; BOLZANI; OLIVEIRA;
LAUTENSCHLAGER, 2012; ETESAMI, 2018).

Dessa forma, entende-se que até mesmo com um composto organico é necessario
realizar o manejo adequado de modo que 0 seu uso em excesso ndo comprometa as funcdes
e atividades microbianas. Sendo assim, o monitoramento e a orientagdo aos produtores sdo
fundamentais para a pratica da adubacdo sustentavel, de modo a promover apenas

beneficios.

4 CONCLUSAO

e A dose ideal de ARS para um latossolo vermelho eutroférrico cultivado com pinh&o-
manso foi a de 110 m3 ha};

¢ No entanto, devido a tolerancia e a plasticidade estabelecidas pela reestruturacédo dos
microrganismos presentes neste solo, € possivel o uso do produto como adubo até o

volume de 160 m3 hal, representando esta a dose de capacidade suporte do solo.
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5.2 ARTIGO 2 - PERFIL DA COMUNIDADE BACTERIANA DE UM SOLO AO LONGO DE
SUCESSIVAS APLICACOES DE AGUA RESIDUARIA DE SUINOS (ARS)

Resumo

A adubacdo com agua residuaria de suinos (ARS), é utilizada por produtores a fim de
reaproveitar os rejeitos do manejo intensivo de animais. Quando este residuo é manejado
incorretamente, podem haver interferéncias negativas sobre a estrutura e funcdo de uma
comunidade microbiana, comprometendo a longevidade e a fertilidade do solo. O presente
estudo teve por objetivo investigar a densidade e a diversidade da comunidade bacteriana em
relacdo aos atributos biolégicos de solo sob cultivo de pinhdo-manso e diferentes doses de
agua residuaria de suinos (ARS). O experimento foi conduzido em blocos casualizados em
uma area sob o cultivo de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) com seis tratamentos e trés
repeticbes para diferentes dosagens de ARS, sendo 0, 40, 80, 120, 160 e 200
ARS em m3 hal. Foram realizadas cinco coletas de solo durante um periodo de duas
aplicacBes programadas de ARS (1 e 2). A primeira (C1) aconteceu aos seis dias antes da
aplicacdo da ARS 1, realizada no dia 12 de dezembro de 2017. A segunda (C2) e a terceira
(C3) coletas ocorreram a 10 e a 50 dias, respectivamente, apds a aplicacdo da ARS 1. Em
marco de 2018, houve a segunda aplicacdo (ARS 2) e as coletas também seguiram 0s
intervalos. Os atributos avaliados foram: contagem das unidades formadoras de colbénias
(UFC); diversidade microbiana pela tipagem morfolégica; biomassa microbiana (CBM);
quociente metabdlico (QCOy,); e valores da atividade enzimética do diacetato de fluoresceina
(FDA). Foram realizados o teste F e a andlise de componentes principais (ACP). Os indices
de diversidade foram obtidos pelos indices de Shannon-Weaver e a Dominéancia através do
software PAST 3. A adubacdo com ARS promoveu alteracdo na estrutura da comunidade
microbiana ao longo das aplicagbes, aumentando a densidade e a diversidade bacteriana que
foram incorporadas como resilientes no solo até dose 160 m3 ha. Os valores obtidos ao longo
das coletas, apontam que, com o0 tempo, 0s solos submetidos a dose mais adequada
conseguiram estabelecer um novo perfil, reequilibrando as atividades metabdlicas da
comunidade. O pinh&o-manso, em seu sistema de cultivo perene, contribuiu para selecionar
0s microrganismos resilientes, reforcando a evidéncia da reducédo da diversidade a longo
prazo, como demonstrado pelo indice de Shannon encontrado para a C5. Desta forma, a
aplicacdo de ARS é uma opg¢ao como adubo organico em culturas perenes, mas precisa de
um manejo de consércio com outras plantas para aumentar a biodiversidade da comunidade
melhorando a saude e longevidade produtiva do solo.

Palavras-chave: Densidade, diversidade, dose, residuo organico, rizobactérias.

PROFILE OF THE MICROBIAL COMMUNITY OF A SOIL BEYOND SUCCESSIVE
APPLICATIONS OF WASTEWATER SWINE (ARS)

Abstract

Fertilizer with wastewater swine (ARS) is used by producers in order to reuse the waste from
intensive livestock management. When this residue is handled incorrectly, there may be
negative interferences on the structure and function of a microbial community, compromising
soil longevity and fertility. The present study aimed to investigate the density and diversity of
the bacterial community in relation to the biological attributes of soil under Jatropha cultivation
and different doses of swine wastewater (SW). The experimental design was conducted in a
randomized block in an area under Jatropha curcas L, with six treatments and three repetition
at different ARS dosages of ARS, being 0, 40, 80, 120, 160, and 200 m3 ha™'. Five soils samples
were collected during a period of two programmed ARS applications (1 and 2). The first (C1)
occurred six days before the application of ARS 1 held on December 12, 2017. The second
(C2) and the third (C3) samplings occurred at 10 and 50 days, respectively, after application
of ARS 1. In March 2018, there was the second application (ARS2), and the samplings also
followed the intervals. The attributes evaluated were: counting of colony forming units (UFC);
microbial diversity by morphological typing; microbial biomass (CBM); metabolic quotient
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(gCOy); and values of the enzymatic activity of fluorescein diacetate (FDA). The F test and
Principal Component Analysis (PCA) were performed. Diversity values were obtained by the
Shannon-Weaver and Dominance indices using the PAST 3 software. The ARS fertigation
promoted a change in the microbial community structure along the applications increasing the
density and bacterial diversity that were incorporated as soil resilient up to 160 m3 ha'. The
values obtained during the collection indicate that, over time, the soils submitted to the most
adequate dosage were able to establish a new profile, rebalancing the metabolic activities of
the community. Jatropha sp., in its perennial cropping system, contributed to the selection of
resilient microorganisms, reinforcing evidence of long-term reduction of diversity, as
demonstrated by the Shannon index found for C5. Thus, fertirrigation is an option as an organic
fertilizer in perennial crops, but it needs a management of consortium with other plants to
increase the biodiversity of the community, improving the health and productive longevity of
the soll.

Key words: Density, diversity, dose, organic residue, rhizobacteria.

1 INTRODUCAO

A producdo animal em confinamento exige higienizacdo intensa e constante para
manutencédo da sanidade (AGUILAR et al., 2015). Portanto, os planteis de suinos geram um
grande volume de dejetos na forma liquida, conhecido como AR de suinos (ARS). A ARS é
um composto constituido por fezes, urina, resquicios de antibiéticos, agua e detergentes,
porém considerado rico em nutrientes como nitrogénio, fosforo e carbono, elementos
essenciais para o crescimento de plantas, 0 que torna este produto um forte candidato a
adubacéao agricola (CAPAZ; NOGUEIRA, 2014).

A adubacdo organica com ARS também promove a insercdo de uma grande
guantidade de microrganismos no solo (SEDIYAMA et al., 2016). Segundo Shaer-Barbosa,
Santos e Medeiros (2014), estes novos individuos podem ser benéficos sendo funcionais da
decomposigéo direta de MO, especializados na conversdo de compostos nutrientes bem
como de efeito fungistatico e/ou bacteriostatico (CAPAZ; NOGUEIRA, 2014; MADIGAN,
2016). Por outro lado, quando o composto é manipulado indevidamente e/ou advindo de
procedimentos sanitarios duvidosos pode haver a introdugdo de organismos de baixa
eficiéncia ambiental além de poderem ser patogénicos para plantas e até humanos
(BECERRA-CASTRO et al., 2015).

Estudos indicam o aumento de cobre (Cu) e zinco (Zn) no solo e alteracéo na estrutura
e funcdo da comunidade microbiana devido ao acimulo de antibi6ticos oriundos da aplicacéo
sucessiva de ARS por longos periodos (FATTA-KASSINOS et al.,, 2011). A ARS, mesmo
passando por algum processo de tratamento fermentativo pode ainda causar problemas para
o ambiente dependendo da quantidade, periodo e locais de descarte (SANCHEZ-PEINADO
et al., 2010; SAHKIR; ZAHRAW; OBAIDY, 2017).

A introducédo descontrolada e constante de uma grande quantidade de microrganismos

no ambiente solo pode, por competicdo, estimular estabelecimento de um novo perfil



42

estrutural revelando outros grupos resilientes, porém de baixa efetividade metabdlica
(BECERRA-CASTRO et al., 2015; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Geralmente seres resilientes desempenham atividades redundantes entre si, mas
fundamentais para a promocdo e a manutencdo metabdlica do ambiente (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; BEVER; PLATT; MORTON, 2012). Além disso, em cada tipo de solo, existe
um equilibrio biolégico dindmico envolvendo comunidades especificas adaptadas aquelas
condi¢bes, principalmente em &reas cultivadas em que 0s microrganismos tendem a serem
selecionados frente as pressées do ambiente (RASCHE; CADISH, 2013; CHEN et al., 2017).

A ciclagem do carbono (C) no solo esta diretamente relacionada a maior riqueza de
microrganismos no ambiente (NIELSEN; AYRES; WALL, 2010). Neste mesmo trabalho,
observaram que areas com baixa diversidade e alta abundancia, indicam frequentemente
redundancia funcional, o que denota a especificidade de alguns grupos e a importancia da
manutencdo da biodiversidade.

A estabilidade de um sistema ecoldgico reflete diretamente no balanco dos atributos
fisico-quimicos do solo, sendo, assim, a perda da diversidade, a longo prazo, pode
comprometer irreversivelmente na fertilidade de um solo e diretamente os ganhos produtivos
do local (BALOTA, 2017). No entanto, em sistemas agricolas, o monocultivo e/ou a baixa
rotacdo de plantas tem exercido uma pressdo seletiva significativa devido a liberacéo
repetitiva de exsudatos especificos que culminam por selecionar alguns individuos
especializados e adaptados em detrimento a outros para a conversao de nutrientes essenciais
naquela situacao agroecoldgica (CHEN et al., 2017).

Neste contexto, em cultivos de plantas perenes como o pinh&o-manso (Jatropha
curcas L.), o uso da adubacé&o organica com ARS se faz ainda mais pertinente, pois pode
promover a insercdo de novos seres que poderdo ser incorporados e tornarem-se funcionais
para o solo, melhorando o CBM e das plantas. Todavia, segundo Moura et al. (2016), a
insercdo de uma quantidade excedente do residuo pode provocar a redugdo da diversidade
biologica do solo apds anos de aplicagdo sucessivas com dosagens altas de 4gua residuaria
de suinos (ARS).

Frenk, Hadar e Minz (2018) também constataram dominancia bacteriana em solos
mais arenosos apos a irrigacdo sucessiva com diferentes tipos de dgua residuéria. Becerra-
Castro et al. (2015) relatam que quando héd insercdo de um residuo sem tratamento prévio
ocorre perturbacdo da comunidade microbiana com eliminagdo da biota enddgena e
instalagdo da biota exdgena, isto é, proveniente da ARS.

Trabalhos apontam que dosagens menores de ARS aplicadas sob periodos menos
distantes sdo capazes de promover maiores beneficios para os aspectos fisicos, quimicos e
biol6gicos do solo ndo s6 em produtividade, mas em condicionamento fisico e quimico com
ganhos nutricionais e ecoldgicos (LOURENZI et al., 2013; FUESS; GARCIA, 2014; BALOTA,

2017). Este efeito foi visivel no trabalho de Andrade et al. (2002), que constataram maior
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eficiéncia e aumento da populacao de bradiriz6bio em um latossolo em areas que recebiam a
dose de 30 m3 ha! anualmente. Deste modo, se faz importante avaliar as interferéncias
biol6gicas de uma adubacdo organica ao longo dos periodos programados para as
aplicacdes, a fim de identificar os momentos de retomada do equilibrio dindmico e da
estabilidade sazonal (MOREIRA; SIQUEIRA,2006).

Portanto, a adubacéo organica tem tido seus beneficios agronémicos e ambientais
comprovados, mas deve ser um manejo recomendado e conduzido sob constante
monitoramento ambiental. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a densidade,
a diversidade da comunidade bacteriana em relacdo aos atributos bioquimicos/enzimaticos

de solos sob cultivo de pinhdo-manso e diferentes doses de ARS.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagéo e caracterizagdo da area de estudo

Este trabalho foi realizado no Colégio Agricola Estadual Adroaldo Augusto Colombo
(CAEAACQ), pertencente a cidade de Palotina — PR no Oeste do Parana, cujas coordenadas
geograficas sdo de 24° 12’ 00” latitude sul, de 53° 50’ 30” longitude oeste (Greenwich),
com altitude média de 332 m. Santos et al. (2018) caracteriza o solo da regido como sendo
um Latossolo Vermelho Eutroférrico de textura argilosa, sendo o relevo considerado
levemente ondulado com 5% de declividade. O clima da regido é caracterizado como do
tipo subtropical umido (Cfa) com pluviosidade média anual de 1800 mm (KOPPEN, 1999),
com predominancia de verdes quentes e chuvosos e invernos secos e frios, como o ocorrido

durante a execugédo do experimento (Figura 1).
2.2 Delineamento experimental

A cultura modelo selecionada para cultivo na area foi o pinhao-manso (Jatropha curcas
L.), uma Euphorbiaceae, arbustiva e perene que foi instalada em 2006 em uma area total de
900 m2. No local foi feita a sub-divisdo em dezoito parcelas (3 x 4 m), onde foram instaladas
guatro plantas por parcelas. O experimento foi conduzido em blocos completos casualizados
(DBC), sendo as parcelas divididas em seis tratamentos e trés repeti¢cdes, sendo: testemunha
(T1) e cinco diferentes dosagens de agua residuéria de suinos (ARS): T2 =40, T3 =80, T4 =
120, T5 = 160 e T6 = 200 m3 ha’. A distribuicéo foi feita por sorteio respeitando o grau de
liberdade e as dosagens definidas segundo Rezende et al. (2009) e reafirmadas por Balota
(2017).
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Figura 1 Grafico de precipitagdo e temperatura do municipio de Palotina/PR do periodo de
2017 a 2018
Fonte: Adaptado do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR, 2018).

2.3 Aplicagéo da dguaresiduaria de suinos (ARS) e amostragem do solo

Desde 2012, a area experimental recebe aplicacdes sucessivas de agua residudria de
suinos em periodos pré-definidos. Essas aplicacdes iniciam sempre antes do periodo de
florescimento e producédo do pinhdo-manso em dezembro, e seguem a cada trés meses nos
periodos subsequentes. O Ultimo periodo de manejo da area foi em junho de 2015; desde
entdo, a area permaneceu em descanso. Neste estudo, a primeira aplicacéo foi realizada em
dezembro de 2017 e a segunda em marco de 2018. Foram feitas aplicacdes com o auxilio de
regadores de PVC com capacidade de 10 L. Esses rejeitos foram obtidos a partir de baias
gue continham suinos em fase de terminacéo e armazenados na esterqueira da propriedade;
dessa forma, o residuo utilizado detinha tempos de fermentacéo distintos.

Foram realizadas cinco coletas de solo durante um periodo de duas aplicagfes
programadas de ARS (1 e 2). A primeira (C1) aconteceu aos seis dias antes da aplicacdo da
ARS 1 realizada no dia 12 de dezembro de 2017. A segunda (C2) e a terceira (C3) coletas
ocorreram a 10 e a 50 dias, respectivamente, apds a aplicacdo da ARS 1. Em marco de 2018,

houve a segunda aplicacdo (ARS 2) e as coletas também seguiram os intervalos (Figura 2).
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Figura 2 Diagrama dos periodos de coleta na area experimental com o cultivo de pinh&o-
manso, Palotina/PR. Onde: C1 a C5 refere-se as coletas realizadas; ARS 1 e ARS 2 referem-
se as distintas aplicacdes feitas.

Fonte: O autor (2019).

Para a realizag&o das coletas, foi utilizado um trado holandés a uma profundidade de
10-15cm, pois é a regido do solo que se concentra a maior atividade microbiana (ANDRADE;
HAMAKAWA, 1994). Em cada parcela foram coletadas cinco subamostras, totalizando 90
amostras, que foram homogeneizadas, etiquetadas e mantidas em isopor com gelo até serem
encaminhadas ao Laboratério de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal da Universidade
Federal do Paran& — Setor Palotina.

2.4 Atributos bioldgicos do solo

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi obtido pelo processo de fumigacgéo e
extracdo conforme o proposto por Vance, Brookes e Jenkinson (1987). O quociente de
carbono organico (qCO.) foi obtido pela razdo entre a RBS por unidade de CBM. A umidade
do solo foi determinada pelo método gravimétrico, segundo Embrapa (2011). A atividade
enzimatica foi determinada pelo método da hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA),

segundo Schuner e Rosswall (1982).
2.5 Obtencao da diversidade morfoldgica e densidade populacional

Para obtencdo da densidade bacteriana, foi empregado o método de Dionisio et al.
(2016) que consiste no isolamento e na contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC)
oriundas a partir de colbnias viaveis e puras do solo. A diluicdo seriada foi realizada em
solucdo salina, o plaqueamento das concentracdes 102 e 10 feito no meio de cultura Dygs
(D(")BEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) e o crescimento foi promovido em BOD a
temperatura de 27 °C por 72 horas. A diluicdo (107°) foi escolhida para a caracterizacéo
morfolégica e a obtencdo da diversidade segundo método de Hofling e Gongalves (2011)

modificado, o qual considera as seguintes caracteristicas morfologicas: tamanho (pequena,
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média ou grande), forma (circular, irregular ou rizoide), borda (lisa, lobada, espiral ou
ondulada), homogeneidade (homogénea ou heterogénea), cor (incolor ou pigmentada), brilho
(opaca, transparente, transllcida ou opaca), elevacao (convexa, plana, elevada, papilada ou
crateriforme), estrutura (lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa) e aspecto (lisa, granulosa,

filamentosa ou rugosa).
2.6 Andlises estatisticas

Para obtencdo da diversidade morfoldgica, os dados foram agrupados pelos valores
de caracteristicas pelo algoritmo UPGMA, utilizando a distancia euclidiana com 21000
repetices de bootstrap com auxilio do programa Bionumerics 7.5, cujos resultados foram
condensados na tabela 1. A partir disso foi obtido os indices de Shannon-Weaver e de
Dominancia de Simpson pelo software PAST 3.

A atividade enzimatica da FDA foi testada quanto a adequacdo dos residuos; a
distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk; e a homogeneidade por Bartlett e
Levente, ap6s constatado serem dados nao-paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal-
Walllis a nivel de 10% de significancia.

As diferencas dos atributos biolégicos CBM, qCO,, UFC e FDA ao longo das coletas
foram acessadas por meio da analise permutacional de variancias (Permanova) com 9999
permutacdes e a=0,05, utilizando uma matriz de dissimilaridade de Bray-curtis gerada a partir
dos valores logaritimizados. Comparag@es par a par foram feitas pela correcdo de Bonferroni
para o valor de p. Em seguida, foi realizada a analise de componentes principais (ACP)
utilizando o pacote vegan (JARI OKSANEN et al., 2018); todos os dados foram obtidos sobre
a matriz de correlacdo de Pearson, com o critério de retengdo de componentes principais
(CPs) de “broken-stick”. Os dados foram obtidos com o auxilio do Programa RStudio (R CORE
TEAM, 2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Diversidade e densidade da comunidade microbiana

De maneira geral, pela Tabela 1, foi possivel constatar um incremento na densidade
bacteriana da biota do solo apos a aplicacdo das diferentes doses da agua residuaria (C2:
274; C3: 222; C4: 375 e C5: 224 isolados, respectivamente), quando comparadas com o valor
da coleta antes das aplicacfes (C1: 178). A separacédo dos grupos para tipagem morfologica
foi baseada na andlise de bootstrap considerando 90 de sustentag&o dos clados como linha
de corte. Os agrupamentos G1, G2 e G3 foram 0s que apresentaram 0s maiores numeros de
UFC (respectivamente, 436, 354, 252) seguidos dos grupos G4 e G5 com 159 e 115 UFC,

respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 Agrupamentos morfologicos obtidos apds a caracterizacdo baseada na tipagem
morfoldgica estabelecida pela analise por categoria através do algoritmo UPGMA utilizando o
Programa Bionumerics 7.5

Grupos (Ogi%as) (1oCd2ias) (SOCg’ias) (1OC(jias) (50Cc?ias) UFCrota
Gl 69 75 72 74 74 436
G2 9 59 44 01 51 354
G329 53 29 51 44 252
G4 20 14 8 45 23 159
G5 8 17 9 29 13 115
G6 4 15 8 22 4 68
G715 10 19 5 0 64
G8 8 18 4 14 4 53
Go 0 0 9 12 0 40
G0 2 9 2 5 9 34
G113 3 2 11 0 21
G12 7 1 7 5 0 21
G13 3 0 4 10 0 20
Gl4 1 0 5 1 2 11

UFCuowm 178 274 222 375 224 1648

Sendo: “C” = Coletas, UFC = unidades formadoras de colénias de bactérias
Fonte: préprio autor (2019).

A partir da tabela de agrupamento morfolégico (Tabela 1), foi construido um
dendograma utilizando a distancia euclidiana pelo algoritmo UPGMA randomizado 1000 vezes
pelo método de bootstrap cujo valor de corte foi a sustentacdo dos grupos igual a 60. O cluster
dos agrupamentos morfolégicos e densidade resultou, apds o estabelecimento da linha de
corte em 40 de altura, na formagédo de trés grupos: G1 com maior UFC foi a morfologia
predominante, sendo o grupo mais importante do solo do ponto de vista metabdlico; o segundo
grupo composto pelos G2 e G3, como sendo 0s microrganismos resilientes, morfologicamente
parecidos com G1 com fun¢des possivelmente complementares; e o terceiro grupo composto
pelos demais agrupamentos (G4 a G14) sdo os microrganismos distintos inseridos e/ou
estimulados pela adubacdo com AR que s&o incorporados na biota do solo complementando
as atividades metabdlicas e a diversidade morfoldgica e genética.

Agrupamentos por identificacdo morfolégica bacteriana s6 podem ser estatisticamente
considerados se foram estabelecidos a partir de um namero significativo de caracteristicas
relevantes avaliadas (HOFLING; GONGCALVES, 2011). E sabido que estruturas bacterianas
sdo amplamente dependentes das condicfes de cultivo principalmente quanto as alteracées
de fontes de nutrientes e condicbes de temperatura (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).
Portanto, em estudos de tipagem morfol6gica, a nota de significancia (entorno de 90%) devera
ser bastante severa para que sejam estabelecidos grupos mais homogéneos de melhor
confiabilidade.
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Figura 3 Dendograma de similaridade obtido pela distancia euclidiana através do algoritmo
UPGMA com 0,9166 de correlacao cofenética pelo método de bootstrap com 1000 repeticoes,
representando a relagéo dos agrupamentos morfolégicos entre si

Nos solos, dentre as espécies de grupos funcionais, as bactérias sdo as que se
apresentam em maior nimero de individuos efetivos (BORGES FILHO; MACHADO, 2013).
Apesar de considerados morfologicamente simples, participam ativamente de todos os
diferentes processos bhioquimicos envolvidos na conversao de nutrientes (CARDOSO;
ANDREOTE, 2016). Consideradas procariontes, unicelulares, de ciclos de vida rapidos e,
muitas vezes, organizadas em biofilmes, as bactérias realizam suas principais atividades
metabdlicas via membrana celular; portanto, qualquer interferéncia que possa comprometer
este tecido pode levar a alterac6es na fisiologia e na bioquimica de suas colénias (MADIGAN,
2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).

Trabalhos vém apontando que residuos organicos de origem animal, como ARS,
tendem a aumentar consideravelmente o teor de MO e estimular diretamente o metabolismo
microbiano do solo, devido ao aumento do C da biomassa microbiana (CBM). Ocorre também
maior atividade das enzimas protease, desidrogenase e uréase produzidas, em sua maioria,
pelas chamadas bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCVs) (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; COUTO et al., 2013; FERREIRA; STONE; MARTIN-DIDONET, 2017).

Estudos sobre sanidade e composicdo biolégica de residuos organicos tém
demonstrado grande carga microbiana (SILVEIRA; FREITAS, 2007). Por ser de origem
animal, estes seres sdo pertencentes as familias dos Bacillus e Enterobacter, em sua maioria
de éareas cultivaveis (FERKET, 2002; MOURA, 2017). Quando inseridos no solo estes novos

organismos tém capacidade de resistir as diversas pressdes seletivas, adaptando-se no
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ambiente edafico e, a longo prazo, o perfil do sistema de organizacdo, hierarquia e
funcionamento da biota do solo, tornando-as caracteristicamente mais recalcitrantes a outras
interferéncias (FATTA-KASSINOS et al. 2011).

Trabalhos como o de Notaro et al. (2012) e Moura et al. (2016), realizados através de
estudos genéticos de microrganismos obtidos de areas que sofreram sucessivas aplicacdes
de ARS, observaram que houve reducgéo da diversidade da comunidade microbiana em doses
acima de 200 m3® ha' e por sucessivas aplicacbes de ARS. As coletas C3 e C4
(respectivamente, aos 50 dias apés a ARS1 e aos 10 dias apds a ARS2) foram as que
apresentaram o maior nimero de grupos (14), enquanto que na coleta 5 houve a formacgéo
de apenas 9 agrupamentos, revelando a perda da diversidade, provavelmente de individuos
mais raros em detrimento aos resilientes.

Sendo assim, fica evidente que este tipo de residuo, hos momentos de estresse e de
ajustamento estrutural, tem capacidade de mudar o tamanho, a composi¢éo e a diversidade
da comunidade microbiana, mas que com o tempo e em doses acima do recomendado,
podem levar a queda da diversidade (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; FRENK; HADAS; MINZ,
2018). Este comportamento é melhor observado quando se analisa o indice de Shannon (H’)

e a dominancia (D) obtida a partir da definicdo dos agrupamentos morfologicos (Figura 4).

Indices de Diversidade

2.5 0.25
2 0.2
1.5 0.15
1 0.1
0.5 0.05

Clinicial ' C2ARS1 10 C3ARS1 50 C4ARS2 10 C5ARS2 50

Tempo O dias dias dias dias
mm Shannon (H') 1.977 1.968 2.086 2.176 1.736
==@==Dominancia (D) 0.2059 0.175 0.1771 0.1447 0.2158

Figura 4 indice de Shannon e de Dominancia obtidos para os tempos de coleta de solo
submetido a duas aplicagbes sucessivas e programas de ARS na cultura do pinhdo-manso,
sendo respectivamente (C = coletas)

O indice de Shannon-Weaver é uma das principais ferramentas para identificacédo da

diversidade ecolégica de um ambiente, pois é obtido a partir da sua riqueza (ODUM,;

BARRETT, 2007). Ja a dominancia reflete a concentracdo da densidade bacteriana em
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relacdo as diferentes morfologias (MAGURRAN, 2004). Sendo assim, por estes dados foi
possivel observar que, ap0s as aplicagbes da ARS, houve um aumento crescente da
diversidade (C2 a C4) nos diferentes tempos de coleta apds as duas aplicacdes de ARS. No
entanto, nota-se uma reducéo deste atributo (H’: 1,73) e consequentemente um aumento da
dominancia de microrganismos na C5 com 50 dias de aplicagdo de ARS 2, isto é, apés seis
meses a primeira coleta de solo C1 (Figura 4).

Observa-se que em C4 com 10 dias ap0s a aplicacdo da ARS 2 foi constatado o maior
indice de Shannon (H’: 2,176) e a menor dominancia (D: 0,1447). Acredita-se que isso se
deve ao efeito acumulativo das duas aplicacfes realizadas em um periodo de 3 meses entre
as duas. Isto reforca que a entrada constante de adubacao orgénica promove a manutencao
da diversidade de um solo pois, depois de um tempo, é sabido que, mesmo com as entradas
constantes de residuo, a biota tende a restabelecer seu perfil natural (BALOTA, 2017). Além
disso, a alta diversidade auxilia a controlar seres dominantes, favorecendo a perpetuagéo de
organismos com func¢des ecoldgicas distintas reduzindo a vulnerabilidade da comunidade e
aumentando a resisténcia a disturbios (MOUILLOT et al., 2013).

Ainda na coleta C5 ¢é visivel o valor de dominancia esta tentando retornar ao estado
original (D: 0,2158) quando comparado ao tempo zero (D: 0,2059). Estes dados podem estar
demonstrando que o pinhdo-manso, utilizado como planta modelo, junto com sua biota, esta
selecionando os individuos que sdo e ou se tornarédo resilientes (CHEN et al., 2017).

Segundo Rasche e Cadish (2013), a diversidade floristica também influencia no perfil
biol6gico do solo e interfere na selecdo dos grupos funcionais capazes de expressarem e
desenvolverem suas atividades metabdlicas de forma mais favoravel. Isto se faz mais
evidente em estudos com plantas perenes que fornecem ao ambiente a mesma fonte de MO,
criando um micro-habitat altamente especifico. Devido ao tipo de manejo, isto se reforca com
auséncia do revolvimento, desencadeando um local caracteristicamente endémico e
altamente susceptivel a perda genética frente a grandes perturbacdes; por isso, héa
necessidade de alternativas sustentaveis de manejo para este tipo de cultivo (HOLLISTER et
al., 2010; RESENDE; LONDE; NEVES, 2013).

Esta grande capacidade efetiva esta diretamente ligada a dinamicidade genética
destes seres, que possuem em seus genomas, dentre outros fatores, muitos fragmentos de
transposons que promovem recombinacdes rapidas na busca pela adaptabilidade frente a
presséo seletiva do ambiente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016; PADILLA; COSTA, 2015).
Portanto, alteracbes ambientais ou antrépicas, positivas ou negativas, tendem a ser
primeiramente sentidas por estes operéarios do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Porém,
para ter esta constatacao, se faz necessario que a experimentacdo seja delineada com altas
repetibilidades a partir de unidades formadoras de colonias (UFC) obtidas de diferentes meios
seletivos e generalistas, dependendo do objetivo de investigacdo e associados a estudos
genéticos e bioquimicos (GARTNER et al., 2011; SUN et al., 2018).
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3.2 Atividade microbiana

A atividade enzimatica da FDA foi alterada em todas as coletas subsequentes a aplicacédo
de ARS (p<0,10), com excecédo na C1 (Tabela 2). Nota-se que, com o0 aumento crescente das
doses de ARS, os valores de FDA tendem a ser cada vez mais altos. Isto remete a entrada
de MO no solo, que estimula a sintese e a liberacdo das enzimas identificadas por esta técnica
enzimatica: a esterase, protease e lipase. Essas enzimas sédo importantes para o inicio do
processo de decomposicao, pois quebram cadeias longas dos compostos (RIBEIRO; CUNHA;
SILVA, 2015).

Tabela 2 Efeito da aplicacdo das diferentes dosagens de AR de suinos (ARS) na hidrolise do
diacetato de fluoresceina (FDA)

Coletas p-valor Tratamentos
0 40 80 120 160 200
C1l 0,82rs 248,83 a 220,64a 277,79a 270,03a 247,17a 272,52a
Cc2 0,07** 262,41b 282,29b 27539b 320,99b 481,37a 297,38b
C3 0,01* 162,41 c 313,16 b 356,57b 348,65b 669,71a 705,52a
C4 0,06** 279,36 b 332,76 a 333,36 a 364,18a 334,62a 303,99a

C5 0,02 232,74b 351,30a 36550a 386,57a 359,07a 410,33a

* FDA: mg FDA hidrolisado kg solo™. ** Variaveis significativas (p<0,10) pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. ns: nao significativo pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Pelos valores de FDA obtidos durante e apds as aplicacbes de AR de suinos (ARS),
nota-se que a oscilacdo das caracteristicas da diversidade morfolégica do solo ainda néo
alterou a capacidade de resposta da comunidade em relacdo as dosagens de ARS. Este fato
remete que ainda ha plasticidade funcional dos microrganismos presentes, e que mesmo
havendo alteracdo da diversidade morfolégica, ainda ndo houve comprometimento das
atividades microbianas (MADIGAN, 2016).

Na coleta C3 os valores de FDA foram estatisticamente diferentes principalmente nas
doses 160 e 200 m3 ha. No momento da amostragem, o pinhdo-manso estava em periodo
de desfolha, resultando em uma maior atividade enzimatica devido a somatéria de duas fontes
de carbono no solo, isto é, a aplicacdo de AR e a MO vegetal. Para corroborar, os atributos
biologicos refletem a dindmica da comunidade e a fase de transicdo entre modificacdo do
ambiente com a estabilizagc&o de suas atividades (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Assim como
a atividade enzimética da FDA diferiu nas coletas, os demais atributos biol6gicos avaliados

também foram alterados ao longo do tempo (Tabela 3).
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Tabela 3 Permanova dos atributos biolégicos estudados em relacdo aos diferentes periodos
de coletas

Gl SQ QM F p-valor
Coletas 1 0.0226  0.02258 10.568 0.001
Residuo 88 0.188 0.0021
Total 89 0.2106

’E GIO:O%r)au de liberada, SQ = Soma dos quadrados, QM = Quadrado médio, F = Estatistica F, p-valor = valor de p
a=0,

Apbs a realizacdo de comparacdes par a par, foi constatado que a coleta C1 diferiu
apenas da C4 e C5 (p-valor = 0,002 e 0,012, respectivamente). Isto pode ter ocorrido pelo
processo de reajustamento populacional, fato reforcado quando observada a C4 que
apresentou diferenca apenas em relagéo a C5 (p-valor = 0,001). Em contrapartida, a coleta
C2 se diferenciou estatisticamente das coletas C3, C4 e C5 (p-valor = 0,001 para todas), o
que reforca a perturbacdo ambiental logo ap6s a primeira aplicacdo de ARS 1 apds um
periodo de descanso.

Essas relagbes obtidas ao longo das coletas sdo melhor visualizadas quando
observada a analise de componentes principais (ACP), em que o componente principal 1
(CP1) e o componente principal 2 (CP2) compuseram juntos 79% da variancia total dos dados.
O CP1 apresentou 55,8% da variancia total e o CP2 23,2% (Figura 5), apontando que
respectivamente, os atributos qCO, e UFC foram os que melhor discriminaram os dados deste
estudo.

Ainda, pela ACP, nota-se uma forte relacdo do quociente metabdlico (qCO2) com os
efeitos ocasionados principalmente nas coletas C1 e C2 (zero e 10 dias apés a ARS 1). Esta
andlise estatistica também demonstra uma relacdo direta entre CBM e FDA e inversa ao
gCO,, situagdo comumente encontrada pois a CBM no solo deve ser alta para que ocorra
menor desgaste e maior eficiéncia da converséo do carbono do solo (HUNGRIA et. al., 2009;
BALOTA, 2017). Portanto, para este trabalho, pela discriminacéo das variaveis, o qCO- foi o
melhor bioindicador da atividade microbiana, conforme apontamento também no trabalho de
Araljo e Monteiro (2007).
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Figura 5 Andlise de componentes principais (ACP) para atributos biol6gicos do solo obtidos
de uma area experimental sob o cultivo de pinhdo-manso na regido Oeste do Parana o qual
foi submetido a sucessivas aplicagbes com diferentes dosagens de AR de suinos (ARS),
sendo C1 (Coleta 1 no tempo 0), C2 (Coleta 2 10 dias ap6s ARS 1), C3 (Coleta 3 50 dias ap0s
ARS 1), C4 (Coleta 4 10 ap6és ARS 2) e C5 (Coleta 5 50 dias ap6s ARS 2). * CBM: Carbono
da BM do solo, qCO3: Quociente metabdlico, UFC: Unidades formadoras de coldnia, FDA:
hidrélise do diacetato de fluoresceina

Ainda observando a Figura 5, nota-se uma relacdo positiva de C4 com UFC e CBM e
inversa ao gqCOg; isto corrobora com os indices encontrados, representando o efeito positivo
da ARS 2 apés 10 dias da aplicacdo, indicando a importancia da adubagédo organica de
gqualidade. Alteracfes na biota do solo podem ter reflexos diretos e indiretos nas atividades
enzimaticas do solo, na mineralizacéo do carbono e na conversdo do enxofre (S), nitrogénio
(N) e fosforo (P) do solo, principalmente nos momentos pés-aplicagdo (NOGUEIRA et al.,
2015). A adubagédo organica insere microrganismos que sdo incorporados na comunidade e
modificam momentaneamente a dinamica metabdlica, diversificando a atuacdo microbiana
devido a entrada de diversos nutrientes (BALOTA, 2017).

Efeitos a longo prazo na mudanca estrutural da biota precisam ser investigado, pois o
substrato inserido no sistema tem a capacidade de estimular a proliferacdo ou a atividade
metabdlica de alguns grupos especificos cuja afinidade com aquele composto é maior
(FRENK; HADAS; MINZ, 2018).
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4 CONCLUSAO

e A adubacdo organica com ARS promoveu alteracdo na estrutura da comunidade
microbiana ao longo das sucessivas aplicacdes, pois foi constatado um aumento da
densidade bacteriana com a introducao de novos individuos;

e A introducdo do produto reforcou os grupos funcionais resilientes, assim como o
pinhdo-manso, em seu sistema de cultivo perene, contribuiu para selecionar os
microrganismos resilientes;

e A aplicacdo de ARS é uma opcdo como adubo organico em culturas perenes, mas
precisa de um manejo de consorcio com outras plantas para aumentar a

biodiversidade da comunidade melhorando a saude e longevidade produtiva do solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo de 4gua residuaria de suinos (ARS) em um latossolo vermelho cultivado
com pinh&o-manso influencia diretamente na composi¢ao e na funcionalidade da comunidade
biol6gica do solo ao longo de sucessivas aplicagdes. Os atributos biol6gicos metabdlicos
(artigo 1) apontam que a dose ideal da ARS testadas para uso como adubo agricola é a de
110 m3 ha?; no entanto, ganhos agrondmicos positivos com manutencédo ecolégica foram
alcancados em outras concentracdes até 160 m3 ha, representando esta, portanto, a dose
limite para a capacidade suporte do solo, em tolerar a entrada de uma grande quantidade
deste composto organico e seus componentes.

O perfil dos valores de densidade, diversidade e funcionalidade enzimatica bacterianas
obtidos para as distintas coletas ao longo de um periodo escolhido durante o processo de
sucessivas aplicacdes de ARS (artigo 2)4e corroboraram com os apontamentos dos dados
metabdlicos, mas refletem a influéncia antrépica com menos evidéncia ao longo do tempo.
Ainda assim, os valores de densidade demonstram que houve a introducdo de novos
individuos e que estes reforgaram os grupos dos resilientes do solo, uma vez que os valores
de FDA se alteraram em relacdo ao tratamento que nédo recebeu ARS. Os valores de qCO»,
conseguiram revelar que a alteracdo estrutural promovida pelas aplicacbes das ARS ainda
ndo esta prejudicando as atividades metabdlicas, pelos menos dos grupos funcionais
envolvidos nas atividades de decomposicéo e conversao de carbono.

Neste contexto, pelos indices de diversidade foi possivel apontar que a dose 160 m3
ha! é a que melhor consegue manter a salde e a longevidade da edafica do solo. Para
melhorar este tipo de investigacdo, se faz necesséario a continuidade dos estudos de
diversidade em nivel genético e bioquimico, a fim de antecipar o diagnostico da capacidade
suporte biolégica de solo, antevendo as escolhas das estratégias que deverdo ser tomadas
para continuar a utilizar a ARS deste estudo de forma segura e promissora na adubacéo

agricola regional.



