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APRESENTACAO

A obra “Agricultura em Bases Agroecolégicas e Conservacionista” tem
foco e discusséo principal sobre técnicas e praticas agricolas consolidadas e em
perspectiva para avangos consistentes na agroecologia e agricultura baseadas no
conservacionismo.

O objetivo foi apresentar literatura para assuntos emergentes dentro da
tematica central da obra, sendo que do capitulo 1 ao 8 os leitores encontraram
revisbes de literatura sobre homeopatia, alimentacdo alternativa de animais e
insetos, comunicacdo em agroecologia, novas tecnologias na era 4G, bioativacéo
e remineralizadores de solo. Ja do capitulo 9 ao 20 foram apresentados trabalhos e
investigacdes aplicados dentro desses assuntos e outros complementares.

Participaram desta producéao cientifica autores da Universidade Estadual de
Maringa, Universidade Estadual do Oeste do Parand, Universidade Federal do Mato
Grosso e Universidade Federal do Parana.

Os temas diversos discutidos neste material propuseram fundamentar o
conhecimento de académicos e profissionais das areas de agroecologia e agricultura
conservacionista e destinar um material que demonstre que essas vertentes agricolas
sao consistentes e apresentam ciéncia de fato.

Deste modo, a obra “Agricultura em Bases Agroecoldgicas e Conservacionista”
apresentamaterial bibliografico relevantemente fundamentado nos resultados praticos
obtidos pelos diversos pesquisadores, professores, académicos e profissionais que
arduamente desenvolveram seus trabalhos que aqui foram apresentados de maneira
didatica e valorosa para o leitor.

Higo Forlan Amaral
Kétia Regina Freitas Schwan-Estrada
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CAPITULO 20

DIVERSIDADE BACTERIANA DE UM SOLO OBTIDA
AO LONGO DE SUCESSIVAS APLICACOES DE AGUA
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RESIDUARIA DE SUINOS (ARS)
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar
a densidade e diversidade da comunidade
bacteriana de um solo sob a aplicagcao
sucessiva de 4&gua residuaria de suinos
(ARS) em uma area de cultivo de pinhao-
manso (Jatropha curcas L.). O experimento foi
conduzido em blocos casualizados com seis
tratamentos e trés repeticdes para diferentes
dosagens de ARS, sendo 40, 80, 120, 160 e 200
ARS em m® ha' e a testemunha. Foram
realizadas cinco coletas de solo durante um
periodo de duas aplicacbes programadas de
ARS. A densidade foi obtida pela contagem
das unidades formadoras de colbénias (UFC)
e diversidade microbiana pela tipagem
morfoldgica. Os indices de diversidade de
Shannon-Weaver e de Dominancia foram
obtidos pelo software PAST 3. Pelos resultados,
a adubacdo com ARS promoveu alteracédo na
estrutura da comunidade microbiana ao longo
das aplicacbes, aumentando a densidade e a
diversidade bacteriana que foram incorporadas
como resilientes até dose 160 m3 ha'. Os
valores obtidos para a diversidade ao longo
das coletas (C1: 1,977; C2: 1,968; C3: 2,086;
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C4: 2,176 e C5: 1,736), apontaram que, com o tempo, os solos submetidos a dose
mais adequada conseguiram estabelecer um novo perfil, reequilibrando as atividades
metabdlicas da comunidade. O pinhdo-manso, em seu sistema de cultivo perene,
contribuiu para selecionar os microrganismos resilientes. Desta forma, a aplicacao
de ARS é uma opc¢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.

BACTERIAL DIVERSITY OF A SOIL OBTAINED FROM SUCCESSIVE SWINE
WASTE APPLICATIONS (SW)

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the density and diversity of
the bacterial community of a soil under the successive application of swine wastewater
(SW) in a Jatropha cultivation area. The experiment was conducted in randomized
blocks with six treatments and three replications for different SW dosages, being 40,
80, 120, 160 and 200 SW in m3 ha' and the control. Were realized five soil collections
during a period of two scheduled applications of SW. The density was obtained by
counting colony forming units (CFU) and microbial diversity by morphological typing.
Shannon-Weaver and Dominancia diversity indices were obtained by the PAST 3
software. By the results, the fertilization with SW promoted alteration in the structure of
the microbial community throughout the applications, increasing the bacterial density
and diversity that were incorporated as resilient to dose 160 m3 ha'. The values
obtained for diversity throughout the collections (C1: 1,977; C2: 1,968; C3: 2,086;
C4: 2,176 e C5: 1,736), pointed out that, over time, the soils submitted to the most
adequate dose were able to establish a new profile, rebalancing the metabolic activities
of the community. Jatropha in its perennial cultivation system helped to select resilient
microrganisms. Thus, application of SW is an option as organic fertilizer in perennial
crops, but needs intercropping management with other plants to increase community
biodiversity improving soil health and longevity.

KEYWORDS: Density. Diversity. Dose. Organic waste.

11 INTRODUCAO

Na regiao sul do pais a adubacgéo organica é amplamente difundida tornando-se
essencial para 0 manejo em areas de agricultura familiar. A dgua residuaria de suinos
(ARS), subproduto de planteis suinicolas é considerado altamente rico em nutrientes
como nitrogénio (N,), fésforo (P), potassio (K) e carbono (C) apresentando-se como
uma 6tima fonte de elementos essenciais para o crescimento e desenvolvimento de
plantas (CAPAZ; NOGUEIRA, 2014).

A ARS é composta por fezes, urina, antibidticos, resto de racao e detergentes,
dessa forma, também promove a insercdo de uma grande quantidade de
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microrganismos nas areas onde é aplicado (SEDIYAMA et al., 2016). Estes
microrganismos inseridos podem ser bastante benéficos por incrementarem a
biodiversidade atuando em diferentes processos do solo como na decomposicao
direta da matéria organica (MO), na formacao de compostos nutritivos e além dos
efeitos fungistatico e/ou bacteriostatico (SHAER-BARBOSA; SANTOS; MEDEIROS,
2014; MADIGAN, 2016).

No entanto, quando ocorre o tratamento ineficaz deste tipo de residuo ou ocorre
a disposicao incorreta no ambiente, pode ocorrer a introdugdo de microrganismos
de baixa eficiéncia ambiental, assim como a sobrecarga de alguns macronutrientes
como N, e P e micronutrientes como cobre (Cu) e zinco (Zn) o que ocasionara
disturbios ambientais (BECERRA-CASTRO et al., 2015).

Estudos indicam que o aumento de Cu e Zn no solo promove alteracdo na
estrutura e fungdo da comunidade microbiana devido ao acumulo de antibidticos
oriundos da aplicacao sucessiva de ARS por longos periodos (FATTA-KASSINOS et
al., 2011). AARS, mesmo passando por algum processo de tratamento fermentativo
como lagoas de estabilizacdo ou biodigestores, pode ainda causar problemas para
o ambiente dependendo da quantidade, periodo e locais de descarte (SANCHEZ-
PEINADO et al., 2011; SAHKIR; ZAHRAW; OBAIDY, 2017).

A introducdo sem controle e constante de microrganismos previamente
selecionados, pode, por competicao, estimular o estabelecimento de um novo
perfil estrutural, reduzindo a biodiversidade revelando grupos resilientes de baixa
efetividade metabdlica para realizar a manutengcdo dos processos ambientais
comprometendo a longevidade da fertilidade do solo (BECERRA-CASTRO et al.,
2015; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Geralmente seres resilientes s&o individuos selecionados por pressao
ambiental que, ao longo do tempo, podem sofrer trocas de estruturas genéticas
através da transferéncia horizontal de genes plasmidiais (CHEN et al., 2017). Estes
ajustamentos genéticos, tanto pode munir as bactérias com novas fungbes como
também pode levar a perda de atividades metabdlicas importantes para o sistema
solo-planta (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; BEVER; PLATT; MORTON, 2012).

Estes riscos sdo mais comuns em areas cultivadas com baixa diversidade
floristica (RASCHE; CADISH, 2013; CHEN et al., 2017). Portanto, em cultivos de
plantas perenes como o0 pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), o uso da adubacéao
organica com ARS se faz pertinente, pois pode promover a inser¢cdo de novos seres
que poderao ser incorporados e tornarem-se funcionais para o solo, melhorando
o CBM e das plantas desde que o residuo esteja em condicbes adequadas para
promover ganhos e ndo perdas (BALOTA, 2017).

Portanto, a adubacdo organica tem tido seus beneficios agrondédmicos e
ambientais comprovados, mas deve ser um manejo recomendado e conduzido sob
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constante monitoramento ambiental. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar a diversidade morfolégica da comunidade bacteriana de um solo sob a
aplicacao sucessiva de agua residuaria de suinos (ARS) em uma éarea de cultivo de

pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

2 | MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Colégio Agricola Estadual Adroaldo Augusto
Colombo (CAEAAC), Palotina — PR, cujas coordenadas geograficas sao de 24° 12’
00” latitude sul, de 53° 50’ 30” longitude oeste (Greenwich), com altitude média de
332 m. O solo da regido é caracterizado como Latossolo Vermelho Eutroférrico de
textura argilosa (SANTOS et al, 2018) e o clima segundo Koppen (1999) é do tipo
subtropical umido (Cfa). A cultura modelo escolhida foi 0 pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.), uma planta euforbiaceae de desenvolvimento perene instalada no ano de
2006. A area experimental foi dividia em dezoito parcelas de tamanho 3 x 4 m com
quatro plantas por parcela.

O experimento foi instalado em 2012, sendo conduzido em DBC e as parcelas
divididas em seis tratamentos com trés repeticbes com uma testemunha (T1) e cinco
dosagens de agua residuaria de suinos (ARS): T2 =40, T3 =80, T4 =120, T5 =160
e T6 = 200 m3 ha'. A distribuicao foi feita por sorteio respeitando o grau de liberdade
e as dosagens definidas segundo Rezende et al. (2009) e reafirmadas por Balota
(2017). Essas aplicagbes sao iniciadas na floracdao do pinhdo-manso em dezembro,
e seguem a cada trés meses até o periodo de desfolha em abril.

Para este trabalho foi feito o acompanhamento do periodo reprodutivo no ano
2017/2018, as aplicagcdes de ARS foram realizadas em dezembro de 2017 e em
mar¢o de 2018 com auxilio de regadores de PVC com capacidade para 10 L. AARS
foi obtida de uma propriedade nas imediagdes onde o residuo era armazenado em
esterqueiras com tempos de fermentacao distintos.

Foram realizadas cinco coletas de solo durante um periodo de duas aplica¢des
programadas de ARS (1 e 2). A primeira (C1) aconteceu aos seis dias antes da
aplicacao 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, apos a aplicacao
da ARS 1. Em marco de 2018, houve a segunda aplicacédo (ARS 2) e as coletas
também seguiram os mesmos intervalos (Figura 1).

Para arealizac&o das coletas, foi utilizado um trado holandés a uma profundidade
de 10 - 15 cm, 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 Parana — Setor Palotina.
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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 col6nias viaveis e puras do solo. A diluicao
seriada foi realizada em solugéo 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 diluicao (10®) foi escolhida para a caracterizacao morfoldgica e a obtencéao
da diversidade segundo método de Hofling e Gongalves (2011) modificado, o qual
considera as seguintes caracteristicas morfoldgicas: tamanho (pequena, 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, translicida ou opaca), elevagao (convexa, plana, elevada,
papilada ou crateriforme), estrutura (lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa) e aspecto
(lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa).

Para obtencao da diversidade morfologica, os dados foram agrupados pelos
valores de caracteristicas pelo algoritmo UPGMA, utilizando a disténcia euclidiana
com 1000 repeticdes 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.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi construido um dendograma utilizando a distancia euclidiana pelo algoritmo
UPGMA randomizado 1000 vezes pelo método de bootstrap cujo valor de corte foi
a sustentacao dos grupos igual a 60. O cluster dos agrupamentos morfoldgicos e
densidade resultou, apés o estabelecimento da linha de corte em 40 de altura, na
formacgao 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 os microrganismos resilientes, morfologicamente
parecidos com G1 com funcgdes 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 séo incorporados na biota
do solo complementando as atividades metabdlicas e a diversidade morfologica e
genética.

Agrupamentos por identificacdo morfoldégica bacteriana s6 podem ser
estatisticamente considerados se foram estabelecidos a partir de um nuamero
significativo de caracteristicas relevantes avaliadas (HOFLING; GONCALVES, 2011).
E sabido que estruturas bacterianas sdo amplamente dependentes das condicdes

de cultivo principalmente quanto as alteracdes de fontes de nutrientes e condi¢des
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de temperatura (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Portanto, em estudos de tipagem
morfologica, a nota de significadncia (entorno de 90%) devera ser bastante severa
para que sejam estabelecidos grupos mais homogéneos de melhor confiabilidade.
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G1
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Figura 1 Dendograma de similaridade obtido pela distancia euclidiana através do algoritmo
UPGMA com 0,9166 de correlagao cofenética pelo método de bootstrap com 1000 repeticdes,
representando a relagdo dos agrupamentos morfoldgicos entre si

Fonte: O autor (2019)

Nos solos, dentre as espécies de grupos funcionais, as bactérias séo as que se
apresentam em maior numero de individuos efetivos (BORGES FILHO; MACHADO,
2013). Apesar de considerados morfologicamente simples, participam ativamente de
todos os diferentes processos bioquimicos 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 alteragdes na fisiologia
e na bioquimica de suas colénias (MADIGAN, 2016; TORTORA; FUNKE; CASE,
2016).

Trabalhos vém apontando que residuos orgéanicos 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 composicao bioldgica de residuos orgénicos tém
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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 areas cultivaveis (FERKET, 2002; MOURA, 2017). Quando
inseridos no solo estes novos organismos tém capacidade de resistir as diversas
pressdes seletivas, adaptando-se no ambiente edéfico e, a longo prazo, o perfil do
sistema de organizacgao, 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 reducao da diversidade da
comunidade microbiana em doses acima de 200 m3 ha' e por sucessivas aplicacdes
de ARS. As coletas C3 e C4 (respectivamente, aos 50 dias ap6s a ARS1 e aos 10
dias ap6s a ARS2) foram as que apresentaram o0 maior numero de grupos (14),
enquanto que, na coleta 5 houve a formacéo 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, nos momentos de estresse
e de ajustamento estrutural, tem capacidade de mudar o tamanho, a composicéo 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 € mais bem observado quando
se analisa o indice de Shannon (H’) e a dominancia (D) obtida a partir da definicao
dos agrupamentos morfologicos (Figura 2).

indices de Diversidade
25 0.25

15

0.5 0.05

0 0
Clinicial Tempo C2 ARS1 10dias C3 ARS1 50dias C4 ARS 2 10dias C3 AR5 2 50 dias
0

Figura 2 indice de Shannon e de Dominancia obtidos para os tempos de coleta de solo
submetido a duas aplicagdes sucessivas e programas de ARS na cultura do pinhdo-manso,
sendo respectivamente (C = coletas)

Fonte: O autor (2019)
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O indice de Shannon-Weaver é uma das principais ferramentas para
identificacdo da diversidade ecoldgica de um ambiente, pois é obtido a partir da
sua riqueza (ODUM; BARRETT, 2007). J4 a dominancia reflete a concentracao da
densidade bacteriana em relacéo as diferentes morfologias (MAGURRAN, 2004).
Sendo assim, por estes dados foi possivel observar que, apds as aplicacdes da ARS,
houve um aumento crescente dadiversidade (C2 a C4) nos diferentes tempos de coleta
apoés as duas aplicacbes de ARS. No entanto, nota-se uma redugdo deste atributo
(H’: 1,73) e consequentemente um aumento da dominancia de microrganismos na
C5 com 50 dias de aplicacao de ARS 2, isto €, apds seis meses a primeira coleta de
solo C1 (Figura 4).

Observa-se que em C4 com 10 dias ap06s a aplicacéo da ARS 2 foi constatado
0 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 aplicagdes realizadas em um
periodo de 3 meses entre as duas. Isto refor¢ca que a entrada constante de adubacéao
organica 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 perpetuacdo de organismos
com fungdes ecolbgicas 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 sdao e ou se
tornarao resilientes (CHEN et al., 2017).

Segundo Rasche e Cadish (2013), a diversidade floristica também influencia
no perfil bioldgico do solo e interfere na selecdo dos grupos funcionais capazes de
expressarem e desenvolverem suas atividades metabolicas 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, ha necessidade de alternativas sustentaveis de
manejo para este tipo de cultivo (HOLLISTER et al., 2010; RESENDE; LONDE;
NEVES, 2013).

Esta grande capacidade efetiva estd 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 (PADILLA; COSTA, 2015;
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TORTORA; FUNKE; CASE, 2016). Portanto, alteragdes ambientais ou antropicas,
positivas ou negativas, tendem a ser primeiramente sentidas por estes operarios
do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Porém, para ter esta constatacdo, se faz
necessario que a experimentacao seja delineada com altas repetibilidades a partir
de unidades formadoras de col6nias (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).

41 CONCLUSAO

A adubacéo organica com ARS promoveu alterag@o na estrutura da comunidade
microbiana ao longo das sucessivas aplicacdes. A aplicacdo do produto reforgou
os grupos funcionais resilientes, assim como o pinhdo-manso, em seu sistema de
cultivo perene, contribuiu para selecionar os microrganismos resilientes. Sendo
assim, a aplicagcado de ARS é uma opc¢éo como adubo organico em culturas perenes,
mas precisa de um manejo de consoércio com outras plantas para aumentar a
biodiversidade da comunidade melhorando a saude e longevidade produtiva do solo.
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