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RESUMO GERAL

A interpretacdo dos valores individuais dos atributos microbiolégicos tem sido um
dos principais entraves encontrados por pesquisadores para se utilizar os
bioindicadores, rotineiramente, em analises sobre o funcionamento da maquinaria
biolégica do solo. Aproveitando um gradiente de matéria organica do solo e
rendimento acumulado de grdos de soja e de milho, estabelecidos em um
experimento de longa duracéo, em funcéo de diferentes doses e modos de aplicacéo
de fosforo - P, esta tese de doutorado deu continuidade aos trabalhos de
interpretacdo de bioindicadores, iniciados por Lopes et al., (2013), nos Latossolos
argilosos de Cerrado. O principal objetivo foi o de ampliar as tabelas de
interpretacdo dos bioindicadores, com amostras de solo coletadas nédo s6 na fase de
floracdo das culturas, mas também, apdés a colheita das mesmas. Além disso,
também foi avaliada, para diferentes atributos microbioldgicos (carbono e nitrogénio
na biomassa microbiana (CBM e NBM) e enzimas B-glicosidase, arilsulfatase,
fosfatase acida, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e FDA), a possibilidade de
unificacdo da época de coleta de solo e dos processos de pré-tratamento das
amostras de microbiologia e fertilidade de solo (peneiramento a 2 mm e secagem ao
ar), gerando o conceito de amostragem FERTBIO. As avaliagGes foram conduzidas
em 2013 e 2015, na fase de floracdo, com solo umido, e na fase de pds-colheita,
com solo seco ao ar. Além da boa adequacdo a amostragem realizada na pos-
colheita/solo seco, observou-se uma baixa variabilidade anual das enzimas
arilsulfatase e B-glicosidase (capitulo 1) bem como do CBM e da desidrogenase

(capitulo 2) nas duas épocas de amostragem. No caso especifico das enzimas (-
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glicosidase e arilsulfatase, essas caracteristicas, aliadas aos estudos que
comprovam sua eficacia no monitoramento de areas agricolas, facilitam a adocéo
desses bioindicadores, em analises comerciais de solo, como parametros
indicadores do seu biofuncionamento. O NBM e o ensaio de FDA nao foram
eficientes como bioindicadores capazes de diferenciar os tratamentos e nao tiveram
suas variacbes associadas ao rendimento acumulado de grdos e ao carbono
organico do solo, impossibilitando a delimitacdo de classes de suficiéncia. Com
excecdo da enzima urease, a amostragem realizada na pos-colheita/solo seco
promoveu reducdes significativas na atividade de todos bioindicadores avaliados,
tendo como consequéncia, o0 estreitamento na amplitude das classes de
interpretacdo baixo/adequado. O ensaio de hidrélise de FDA foi o Unico parametro
para 0 qual a amostragem poés-colheita/solo seco ndo foi representativa da
amostragem floracao/solo iumido. Em um outro estudo, observou-se relagcéao linear
positiva e significativa entre os teores de C organico da biomassa microbiana
determinados pelos métodos de oxidagdo Umida e combustdo a alta temperatura. O
método de combustao a alta temperatura detectou, em média, 6,3% mais C organico
do que o método por oxidacdo umida. A equacédo y = 0,938(x) deve ser utilizada para
conversao dos valores de CBM, determinados por combustdo a alta temperatura (x),
em valores determinados pelo método de oxidagdo Umida (y), para Latossolos

argilosos de Cerrado.

Palavras chaves: carbono da biomassa microbiana, nitrogénio na biomassa
microbiana, B-glicosidase, arilsulfatase, fosfatase &cida, desidrogenase, fosfatase

alcalina, urease, FDA, bioindicadores, secagem do solo.
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THESIS ABSTRACT

The interpretation of individual values of microbiological attributes has been one of
the main constraints limiting the use of bioindicators, in commercial soil analysis.
Taking advantage of a soil organic matter gradient, established on a long-term
experiment, due to the application of various doses and placement methods of P-
fertilizers, this doctoral thesis continued the research of interpretation of biological
indicators, started by Lopes et al., (2013), in a clayey Cerrado Oxisol. The main
objective was to generate interpretation tables for biological indicators with soll
samples collected not only at the crop flowering stage, but also at the post-harvest
stage. We also evaluated, for different microbiological attributes (carbon and nitrogen
in the microbial biomass (MBC and MBN) and B-glucosidase, arylsulfatase, acid
phosphatase, dehydrogenase, alkaline phosphatase, urease and FDA enzymes), the
possibility of unifying the sampling procedures for microbiology and fertility,
generating the FERTBIO samples (for soil fertility and biology). . During a two-year
period (2013 and 2015), soil samples (0 to 10 cm) were collected at the flowering and
at the post-harvest stage, in 24 treatments from three long-term experiments.
Samples were analyzed to determine their enzyme activities and soil organic carbon
(SOC) content. In addition to good adequacy for post-harvest sampling with air-dried
soil samples, arylsulfatase and [-glucosidase (chapter 1) and MBC and
dehydrogenase (Chapter 2) also presented a low annual variability. These features
facilitate their adoption in soil commercial analysis, as indicators of the soil biological
functioning. . MBN and FDA were not able to differentiate the treatments and did not

have their variances associated with the RCY and SOC, preventing the delimitation
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of sufficiency classes. With the exception of urease,. air-drying of soil samples at the
post-harvest stage promoted significant reductions for all bioindicators evaluated.
As a consequence a reduction in the range of low/adequate interpretation classes
occurred. FDA was the only parameter for which the air-dried/post-harvest sampling
did not represent the field-moist/flowering stage sampling. In a study presented in
Chapter 3 we observed a significant positive linear relationship between the organic
carbon content of the microbial biomass determined by wet oxidation and combustion
at high temperature methods. The combustion at high temperature method detected
on average 6.3% more organic C than the wet oxidation method. The equation y =
0.938 (x) must be used for conversion of MBC values determined by combustion at
high temperature (x) in values determined by wet oxidation method (y) for the clayey

Cerrado Oxisols.

Keywords: microbial biomass carbon, microbial biomass nitrogen, B-glucosidase,

arylsulfatase, acid phosphatase, dehydrogenase, alkaline phosphatase, urease,

FDA, bioindicators, air-drying.
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1. INTRODUCAO GERAL

Préaticas agricolas de manejo de solo que favorecam o funcionamento da
maquinaria bioldgica sdo fundamentais devido a seu envolvimento na dinamica da
matéria organica, ciclagem de nutrientes, decomposicdo de residuos vegetais e
formacdo da estrutura do solo (Acosta-Martinez et al.,, 2008). Porém, diferente do
que ocorre com os indicadores quimicos de fertilidade, cujos niveis (baixo, médio,
adequado e alto) ja estdo relativamente bem definidos, € dificil medir e interpretar
indicadores microbiolégicos, independentemente de um controle ou referencial de
comparacao (Dick, 1992). A interpretacao individual de atributos microbioldgicos tem
sido um dos principais entraves encontrados por pesquisadores para se utilizar
parametros microbiolégicos rotineiramente em analises sobre o funcionamento da
maquinaria biologica do solo.

Aproveitando um gradiente de matéria organica do solo e rendimento
acumulado de graos de soja e de milho, estabelecidos em um experimento de longa
duracdo, em funcéo de diferentes doses e modos de aplicacdo de fésforo - P, Lopes
et al. (2013) desenvolveram a primeira estratégia para interpretacdo de atributos
microbiolégicos e bioquimicos. Nessa estratégia, foram utilizados os mesmos
principios das curvas de calibracdo de nutrientes e, como resultado, foram
publicadas as primeiras aproximagbes das tabelas de interpretacdo de
bioindicadores em Latossolos argilosos do Cerrado. Essas tabelas de interpretacao,
Gnicas na literatura, estabeleceram, pela primeira vez, niveis criticos para carbono
da biomassa microbiana (CBM), respiracdo basal e atividade das enzimas [3-

glicosidase, celulase, fosfatase &cida e arilsulfatase.



Entretanto, o trabalho de Lopes et al. (2013) néo teve a pretensdo de esgotar
esse assunto, mas sim, de ser um ponto de partida. Esta tese de doutorado é uma
continuacao dos trabalhos iniciados por Lopes et al (2013). Aproveitando a valiosa
oportunidade oferecida pelos experimentos de longa duracdo de P, na Embrapa
Cerrados, o principal objetivo foi o de ampliar as tabelas de interpretacdo dos
bioindicadores, com amostras de solo coletadas ndo s6 na fase de floracdo das
culturas, mas também, apds a colheita das mesmas. Além disso, também foi
avaliada, para diferentes atributos microbiolégicos, a possibilidade de se usar o
mesmo pré-tratamento que € utilizado para analises de fertilidade de solo, ou seja,
peneiramento a 2 mm e secagem ao ar.

Considerando a grande quantidade de fatores e de atributos microbioldgicos
envolvidos, a tese foi dividida em trés capitulos.

No capitulo 1, foi avaliada a aplicagcdo do conceito de amostra FERTBIO
(unificac@o das épocas de amostragem e do pré-tratamento de amostras de solos
para avaliacbes de fertilidade e microbiologia) para as enzimas de solo: B-
glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida. Essas enzimas vém sendo utilizadas nos
estudos de bioindicadores conduzidos pela Embrapa Cerrados desde 1998 e, devido
a sua performance nesses estudos, possuem grande chance de serem
recomendadas para utilizacdo nas analises comercias de solo.

No capitulo 2, considerou-se que os experimentos de longa duracédo de P, da
Embrapa Cerrados, consistem em uma oportunidade tdo Unica e tao valiosa que se
aproveitou para também serem geradas tabelas de interpretacdo para outros
bioindicadores, além daqueles que haviam sido objeto de estudos desde 1998.

Nesse sentido, foram incluidas as analises de N na biomassa microbiana (NBM) e



analises das enzimas: desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e FDA. O carbono
da biomassa microbiana também foi incluido nesse capitulo, pois a metodologia de
determinacao utilizada foi a de combustdo em alta temperatura, em um analisador
de C organico, diferente da metodologia de oxidacdo umida utilizada no trabalho de
Lopes et al. (2013). Além de tabelas de interpretacdo com amostras coletadas na
fase de floracdo, também foram geradas tabelas usando o conceito de amostra
FERTBIO.

Por fim, no capitulo 3, é apresentado um estudo especifico, conduzido
paralelamente aos trabalhos da tese, em que foram comparadas duas metodologias
de determinacéao do carbono organico microbiano apds sua extragcdo com sulfato de

potassio: oxidacdo umida e combustdo em alta temperatura.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Ampliar as tabelas de interpretacdo de indicadores microbiolégicos para os

Latossolos argilosos, da regido dos Cerrados, com amostras de solo coletadas nao

s6 na fase de floracdo, mas também, com amostras coletadas apds a colheita das

culturas e com secagem do solo ao ar.



2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Avaliar a possibilidade de unificacdo da época de coleta de solo e dos
processos de pré-tratamento das amostras de microbiologia e fertilidade
de solo (com secagem a temperatura ambiente e peneiramento em 2 mm),
para as determinacdes do C e do N da biomassa microbiana e também
para as seguintes atividades enzimaticas: B-glicosidase, arilsulfatase,
fosfatase acida, urease, desidrogenase, fosfatase alcalina e FDA,;

Gerar tabelas de interpretacdo para o C e o N da biomassa microbiana e,
também, para as atividades das enzimas [-glicosidase, arilsulfatase,
fosfatase &cida, urease, desidrogenase, fosfatase alcalina e FDA
utilizando o conceito de amostra FERTBIO (pés-colheita/solo seco ao ar);
Gerar a segunda aproximacdo da tabela de interpretacdo para as
atividades das enzimas B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida e
para o carbono da biomassa microbiana, com amostras coletadas na fase
de florag&o/solo umido, nos anos de 2013 e 2015;

Gerar a primeira aproximacao das tabelas de interpretacdo para o N da
biomassa microbiana, urease, desidrogenase, fosfatase alcalina e FDA
com amostras coletadas na fase de floragdo/solo umido nos anos de 2013
e 2015;

Avaliar as relacdes entre determinagbes do carbono da biomassa
microbiana (CBM) por meio dos métodos de oxidacdo umida e combustéo
em alta temperatura e o uso de fatores de correcdo entre as duas

determinacdes.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. SOLO, AGRICULTURA E O CERRADO

O solo € um corpo dinamico, vivo e natural com funcdes fundamentais nos
ecossistemas terrestres. Os componentes do solo incluem a matéria mineral
inorganica (areia, sedimentos e particulas de argila), matéria organica, agua, gases
e organismos vivos e ha um continuo intercambio de moléculas e ions entre as fases
sélida, liquida e gasosa, que sado mediados pelos processos quimicos, fisicos e
biologicos (Doran et al., 1994). Em sintese, o0 solo € o resultado das combinacgfes
entre o clima, o material de origem, 0s organismos e 0 tempo, sendo considerado
como o substrato principal da producdo de alimentos e uma das principais fontes de
nutrientes e sedimentos que vao para os rios, lagos e mares (Resende et al., 2007).

Quando observado como substrato para as plantas, o solo pode ser
considerado como reserva, dreno e fonte de nutrientes, a semelhanca de um
sistema bancéario que administra o dinheiro de seus correntistas, guardando-o,
protegendo-o, liberando recursos quando solicitados e, de modo muito importante,
evitando perdas (Novais & Mello, 2007), sendo, dessa maneira, um dos principais
componentes da agricultura.

A agricultura moderna é caracterizada pela busca constante do aumento da
produtividade das culturas agricolas por meio da utilizagdo da mecanizacao,
irrigacdo, adubacdo e aplicacdo de pesticidas, aliadas ao melhoramento dos
genotipos vegetais (Zilli et al., 2003). A agricultura brasileira experimentou grande

desenvolvimento durante os ultimos 100 anos, obtendo aumentos significativos na



produtividade de grande numero de culturas, notadamente nas ultimas trés décadas.
Isto se deveu a inovacgdes tecnologicas e a difusdo do uso dessas técnicas (Lopes &
Guilherme, 2007). O esforco conjunto da pesquisa agropecuaria, as acdes da
assisténcia técnica e extensao rural, a ampliacdo do sistema de crédito rural e a
participacdo dos produtores rurais e da agroindustria produziram um fendmeno
interno conhecido como “primeiro ciclo da revolucéo da agricultura tropical no Brasil”,
e a ocupacao do Cerrado foi uma das principais conquistas desse ciclo (Crestana &
Sousa, 2008).

A regido dos Cerrados abriga o segundo maior bioma brasileiro, com 204
milhdes de hectares, e possui grande destaque no cenario agricola nacional e
mundial, sendo, a0 mesmo tempo, uma importante reserva da biodiversidade e
potencial produtora de alimentos. Com tecnologia adequada, torna-se possivel
incorporar ao sistema produtivo até 127 milhdes de hectares, mantendo cerca de
38% do Cerrado como reserva natural (Sano et al., 2009). Dessa forma, equacionar
0s problemas ambientais, relacionados a conservacdo dos recursos naturais, e
proporcionar as condi¢cdes para que a regido dos Cerrados possa atender, de forma
sustentavel, & demanda crescente por alimentos constituem-se nos principais

desafios para a agricultura dessa regido no século XXI (Lopes, 2013).

3.2. QUALIDADE DE SOLOS, SEUS INDICES E INDICADORES

O tema “Qualidade de solos” foi citado pela primeira vez no trabalho de

Alexander (1971), que recomendou o estabelecimento de critérios para a qualidade

do solo. Entretanto, o tema soO voltou a ganhar for¢a no inicio dos anos 90, apés a



Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos publicar o livro “Soil and Water
Quality: An Agenda for Agricuture” (National Research Council, 1993). Isso fez com
gue a SSSA (Soil Science Society of America) nomeasse 14 representantes para
determinar o conceito de qualidade de solos e identificar critérios e métodos para
quantifica-la (Karlen et al., 1997). Apés varias reunides e debates, diversos
conceitos foram criados (Larson & Pierce, 1991; Parr et al., 1992; Doran & Parkin,
1994; Harris et al., 1996; Doran & Jones, 1996), sendo que a definicdo mais
difundida de qualidade de solo foi proposta por Doran & Parkin (1994), que a
conceituaram como sendo a capacidade de esse recurso exercer varias funcgoes,
dentro dos limites do uso da terra e do ecossistema, para sustentar a produtividade
bioldgica, manter ou melhorar a qualidade ambiental e contribuir para a saude das
plantas, dos animais e humana. Salienta-se, contudo, que o tema € polémico e que
nao existe um consenso (Araujo et al., 2012).

Adotando como verdadeiro o conceito de “Qualidade de Solos” criado
por Doran & Parkin (1994), a indagagdo ainda mais polémica, e que perdura até
hoje, é: como quantifica-la? Quando nos referimos a agua e ao ar, o termo qualidade
vem associado a analises de contaminantes, que tem valores pré-definidos, nao
havendo necessidade de se determinar uma dindmica nem de se quantificar
propriedades ecoldgicas, quimicas, fisicas e biolégicas que definiriam um estado
ideal para um numero quase ilimitado de cenarios ambientais (Sojka & Upchurch,
1999). Por outro lado, quando nos referimos ao solo, a maioria do pensamento em
relacdo a qualidade est4 focado na identificacdo de um indice (Vezzani & Mielniczuk,
2009) que pode ser obtido por meio de uma expressdo ou modelo mateméatico que

inclua os atributos do solo considerado (Burguer & Kelting, 1999).



De acordo com Acton & Padbury (1994), um indice de qualidade do solo pode
ser definido como o conjunto minimo de parametros que, quando interligados,
fornece dados numéricos sobre a capacidade do solo para realizar uma ou mais
funcBes. Essa tem sido a principal estratégia utilizada por diversos grupos de
pesquisa do mundo inteiro, como Karlen & Stott (1994), Chaer (2001), Andrews et al.
(2004), Costa et al. (2006), Melo Filho et al. (2007), Erkossa et al. (2007), Souza
(2011), Liu et al. (2014), Nakajima et al, (2015), e outros. Nesses trabalhos, tém-se
dado énfase na integracédo de indicadores (Figura 1) de maneira a gerar um valor
(indice de qualidade do solo) que possa ser comparado entre varias praticas de
manejo, ao longo do tempo, em ecossistemas agropecuarios e florestais, tatica que

tem se demonstrado bastante flexivel e de relativa facilidade de utilizacéo.

MINIMUM DATA SET (MDS)

PHYSICAL CHEMICAL BIOLOGICAL
INDICATORS INDICATORS INDICATORS

(indicators chosen based on management goals)

N \ \
~N v 7

SOIL QUALITY INDEX
= f (scored MDS indicators)

Figura 1 - Modelo conceitual de conversdo de um conjunto de indicadores em um
indice de qualidade (Karlen et al., 2003).



Quanto ao seu uso, um indice de qualidade pode ser util para o
monitoramento do estado geral e para a identificacdo de praticas de manejo mais
adequadas, constituindo-se uma ferramenta para buscar solugbes técnicas que
atuem diretamente nos atributos do solo que estdo pesando negativamente no
indice de qualidade (Chaer, 2001). Além disso, o indice pode auxiliar no
monitoramento de qualidade do solo em programas de recuperacdo de areas
degradadas e para orientar legislacdes e politicas relacionadas a ocupacéo do solo,
podendo servir, ainda, como parametro de programas e politicas agricolas bem
como um referencial para valoracao de terras (Totola & Chaer, 2002). Isso se torna
ainda mais claro quando se é levado em consideracédo que a qualidade do solo tem
interligacbes com as praticas de manejo do terreno, produtividade e outros aspectos
do ecossistema, mostrando uma interdependéncia controlada por mecanismos de
resposta. A qualidade do solo também esta conectada a saude humana, ja que o
solo pode ser fonte, ou o vetor, de diversas doencgas (Zornoza et al., 2015).

De acordo com Doran & Jones (1996), o calculo do indice de qualidade do
solo parte da definicdo de indicadores de qualidade, ou seja, dos processos e das
propriedades do solo sensiveis a mudancas causadas por fatores naturais e
antropicos. Assim, os indicadores de qualidade sdo atributos fisicos, quimicos e
biolégicos capazes de serem alterados em resposta as variagcdes nas condi¢des do
solo (Brejda et al., 2000; Marzaioli et al., 2010).

Segundo Elliot et al. (1994), um bom indicador deve conter os requisitos
basicos: a) sensibilidade para um maior nimero de agentes degradantes; b)

consisténcia na direcdo da mudanca; c) capacidade de refletir os diferentes niveis de



degradacéo; d) facil mensuracdo e com preco de determinacdo acessivel; e) facil
interpretacao.

Varios estudos mostram que os indicadores biologicos sdo mais sensiveis
que indicadores quimicos e fisicos para detectar, com mais antecedéncia, alteracdes
gue ocorrem no solo em funcdo do seu uso e manejo (Doran, 1980; Powlson et al.,
1987; Dick, 1994; Matsuoka et al., 2003, Souza, 2011; Lisboa et al., 2012). Além
disso, por ser capaz de indicar a intensidade de alguns processos bioquimicos, estar
estreitamente relacionada com a atividade biolégica e apresentar respostas rapidas
as mudancas de manejo do solo, a atividade enziméatica tem sido sugerida como um
dos principais indicadores da atividade biolégica e da qualidade do solo (Chaer &
Totola, 2007; Mendes et al., 2009; Peixoto et al., 2010; Silva et al., 2012; Lopes et

al., 2013).

3.3. COMO INTERPRETAR OS ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS?

Um grande namero de atributos do solo tem sido proposto como indicador de
sua qualidade, mas para ser um indicador efetivo e quantitativo, o atributo deve
possuir um quadro interpretativo. E necessario saber se um determinado valor do
indicador é considerado bom e o que se deve fazer caso ndo seja. Para tornar a
interpretacdo ainda mais complexa, valores considerados adequados para um tipo
de solo podem néo ser apropriados para outros, gracas as diferentes pedogéneses
gue geram as varias classes de solos (Sparling et al., 2008).

Uma das grandes limitagbes para o uso em rotina de indicadores

microbiolégicos reside na dificuldade de interpretacédo dos valores individuais desses
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parametros (Arshad & Martin, 2002; Gil-Sotres et al., 2005). A maior parte dos
trabalhos ja realizados com os atributos microbiol6gicos envolve a comparacdo de
diferentes sistemas de manejo de solo e/ou culturas, inclusive usando como
referéncia areas nado perturbadas, sob vegetacdo nativa (Souza, 2011). Essa
dificuldade constitui um dos grandes obstaculos a serem transpostos nas avaliacoes
de qualidade do solo, uma vez que a inclusdo dos atributos microbiolégicos nessas
avaliacdes pressupde o estabelecimento de valores que possam separar solos com
diferentes condicbes de sustentabilidade (Totola & Chaer, 2002; Gil-Sotres et al.,
2005). Diferentemente do que ocorre com os indicadores quimicos de fertilidade,
onde existem tabelas com niveis de suficiéncia (baixo, médio, adequado e alto)
relativamente bem definidos para cada nutriente e tipo de solo, para os atributos
microbioldgicos esse tipo de informacéo é escasso.

Com base na utilizacdo dos principios dos ensaios de calibracdo de
nutrientes, recentemente, foi desenvolvida uma estratégia para interpretacdo de
atributos microbiolégicos (carbono da biomassa microbiana, respiracdo basal e
atividade das enzimas B-glicosidase, celulase, arisulfatase e fosfatase acida) para
Latossolos Vermelhos de Cerrado de textura argilosa (Lopes et al. 2013). A
estratégia foi baseada nas relagbes desses atributos, avaliados na época de
florescimento das culturas, com o rendimento relativo acumulado (RRA) de graos de
soja e milho e com os teores de carbono orgéanico do solo (COS), em experimentos
de longa duracdo. Essa estratégia, até entdo inédita na literatura, também resultou
no lancamento da primeira aproximacao das tabelas de interpretacdo desses

biondicadores nos Latossolos argilosos do Cerrado.
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3.4. VARIACOES SAZONAIS, PRE-TRATAMENTOS E O DESAFIO DA

UNIFICACAO DAS AMOSTRAS.

O solo é um sistema bioldgico altamente complexo que é influenciado por
parametros quimicos, fisicos e ambientais, e isso gera um habitat variado para as
comunidades microbianas (Pietramellara et al., 2002; Campos et al., 2012)

De acordo com Dick et al. (1996), com a adocéo de protocolos adequados de
coleta e de pré-tratamento de amostras, 0s resultados das pesquisas podem
fornecer estimativas precisas e confiaveis das atividades enzimaticas do solo, bem
como sua caracterizacao da variabilidade espacial e temporal.

Em geral, amostragens para analises microbiolégicas sdo realizadas na
metade da época chuvosa, preferencialmente na fase de maximo desenvolvimento
das culturas (floracdo), e com as amostras na umidade do campo (“field-moist”)
(Carneiro et al., 2004; Franchini et al., 2007; Pereira et al., 2007; Carneiro et al.,
2009; Hungria et al., 2009; Peixoto et al., 2010). Entretanto, essa época coincide
com um periodo de elevada demanda de trabalho na lavoura (principalmente em
termos de controle de pragas e doengas) e com a cultura estabelecida em maximo
desenvolvimento, o que, na pratica, dificultaria a coleta e 0 envio dessas amostras
para o laboratério (Mendes et al. 2015). Por outro lado, a amostragem padrédo para
fertilidade quimica de solo é realizada no fim do periodo chuvoso (Sanzonowickz,
2004), apés a colheita das culturas (no fim do periodo chuvoso, o solo ainda
apresenta alguma umidade, o que facilita a amostragem). ISso ocorre porque essa
amostragem leva em consideracdo a necessidade de ter o resultado da analise de

solo com antecedéncia, para facilitar o planejamento da compra de insumos como
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calcario, gesso ou adubos para a safra subsequente (as amostras devem ser
enviadas aos laboratérios com a maxima antecedéncia possivel em relacéo a época
de plantio).

No Brasil, estudos que avaliem o funcionamento biolégico do solo com
amostras obtidas apdés a colheita das culturas, visando a unificacdo das

amostragens de fertilidade e microbiologia, precisam ser ampliados.
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RESUMO

Para que os agricultores possam usar os bioindicadores nas analises de rotina de
solo, seria muito importante que as amostragens para microbiologia e fertilidade
pudessem ser unificadas, gerando as amostras de solo FERTBIO (para fertilidade e
biologia do solo). Neste trabalho, foram avaliadas as atividades das enzimas [3-
glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida em amostras de solo Umidas, coletadas
durante a floracdo, e em amostras de solo Umidas e secas ao ar, coletadas apés a
colheita do milho, em 2013 e 2015. A variabilidade anual dessas enzimas, nos anos
de 2013 e 2015, também foi avaliada nas duas condi¢cdes de amostragem de solo:
floracdo/solo umido e pos-colheita/solo seco. Foram coletadas amostras, em trés
experimentos, contendo 24 tratamentos com conteudos variaveis de fésforo extraivel
e diferentes rendimentos acumulados de grdos de soja e milho. A amostragem
realizada na fase de pds-colheita com secagem do solo ao ar promoveu reducgdes
significativas na atividade das enzimas arilsulfatase (38%), B-glicosidase (47%) e
fosfatase acida (59%). A mudanca na €época de amostragem associada ao processo
de secagem ao ar ndo alterou as relagbes das enzimas com o COS nem com o
RRA, evidenciando que a amostragem pds-colheita/solo seco foi representativa das
condig¢des verificadas na floragéo/solo umido. Foi observada uma baixa variabilidade
anual das enzimas arilsulfatase e B-glicosidase nas duas épocas de amostragem.
Essa é mais uma vantagem que facilita a ado¢édo desses bioindicadores em analises

comerciais de solo, como parametros indicadores do seu biofuncionamento.

Palavras-chave : Atividade enzimatica, interpretacdo de bioindicadores, FERTBIO.
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ABSTRACT
So that farmers can use the bioindicators as part of the routine in soil analysis, it is
important that the sampling procedures for microbiology and fertility be unified,
generating the FERTBIO samples (for soil fertility and biology). During a two-years
study (2013 and 2015), we evaluated the activity of soil enzymes B-glucosidase,
arylsulfatase and acid phosphatase in field-moist soil samples, collected at the
flowering stage, and in field-moist and air-dried soil samples, collected after the corn
harvest. The annual variability of these enzymes in 2013 and 2015 was evaluated in
the field-moist/flowering stage samples and in the air-dried/post-harvest samples.
Soil samples (0 to 10 cm depth) were collected in 24 treatments from three long-term
experiments and analyzed to determine their enzyme activities and soil organic
carbon (SOC). These treatments presented a large range of extractable Mehlich-P
values and relative cumulative corn and soybean yields (RCY). Air-drying at the post-
harvest stage promoted significant reductions in the activities of arylsulfatase (38%),
B-glucosidase (47%) and acid phosphatase (59%). The relationships between the
activities of these enzymes with SOC and RCY did not change for the field-
moist/flowering samples and for the air-dried-post-harvest samples. This result shows
that the air-dried/post-harvest samples were representative of the field-
moist/flowering stage samples. A low annual variability of arylsulfatase and f-
glucosidase enzymes, in the two sampling periods was observed. This is another
advantage that facilitates the adoption of these bioindicators in commercial soil

analyzes to evaluate the biological functioning of the soil.

Key Words: Soil Enzymes, interpretation of biological indicators, FERTBIO
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1. INTRODUCAO

O conceito de amostra de solo FERTBIO (para fertilidade quimica e biolégica
do solo) foi lancado por Mendes et al. (2015) levando-se em consideracdo as
facilidades que a unificacdo das amostragens, para microbiologia e fertilidade
quimica, trardo no sentido de facilitar a inclusdo dos bioindicadores nas andlises de
rotina de solo. Conforme destacado por esses autores, para que iSSO ocorra,
aspectos importantes relacionados a época de coleta do solo, profundidade, forma
de amostragem e processamento das amostras ap0s a coleta, precisam ser
estudados — ndo s6 para que o agricultor possa unificar as amostragens para
microbiologia e fertilidade quimica, mas, também, para que os laboratérios
comerciais de analises de solo possam unificar os processos de preparacdo das
amostras (secagem a temperatura ambiente e peneiramento).

Enquanto a amostragem padrao para fertilidade quimica de solo é realizada no
fim do periodo chuvoso (Sanzonowickz, 2004), apos a colheita das culturas, as
amostragens para andlises microbioldgicas séo feitas, tradicionalmente, na metade
da época chuvosa, durante a floracdo das plantas (Peixoto et al., 2010). Porém,
essa época coincide com um periodo de elevada demanda de trabalhos na lavoura e
com a cultura estabelecida em maximo desenvolvimento, o que, na pratica,
dificultaria a coleta e o0 envio dessas amostras para o laboratorio (Mendes et al.
2015).

O pré-tratamento das amostras de solo para as andlises de fertilidade inclui o
peneiramento, em malha de 2 mm, e a secagem do solo ao ar (terra fina seca ao ar,

TFSA). Varios trabalhos na literatura tém abordado as implicagdes do pré-tratamento
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e do armazenamento de amostras de solo para analises microbiolégicas (Lorenz &
Dick, 2011; Zornoza et al., 2006). No caso especifico das enzimas do solo, alguns
estudos mencionam reducdes na atividade enzimatica com a secagem (Abellan et
al., 2011; Bandick & Dick, 1999; Lee et al, 2007; Lopes et al., 2015; Pancholy & Rice,
1972; Wallenius et al., 2010); outros mencionam aumentos (Bandick & Dick, 1999;
Eivazi & Tabatabai, 1977; Eivazi & Tabatabai, 1990; Gianfreda & Bollag, 1996;
Longo & Melo, 2005); e outros reportam a auséncia de alteracdes (Zornoza et al.,
2006) ou que os resultados sao imprevisiveis (Rao et al., 2003). Como os resultados
variam de acordo com o parametro avaliado e o tipo de solo, a realizacdo de
pesquisas locais é fundamental para estabelecer as implicacbes da secagem ao ar
para as determinacdes microbiolégicas.

Recentemente, observou-se, em amostras de Latossolos argilosos de Cerrado,
que, apesar de o armazenamento das amostras em condi¢cdes de solo seco por 2
anos (uma condicdo extrema) ter reduzido, respectivamente, em 23% e 52% a
atividade das enzimas B-glicosidase e arilsulfatase, esse processo nao interferiu
significativamente no ranqueamento dos tratamentos (Lopes et al.,, 2015), o que
pode viabilizar a utilizacdo desses parametros em andlises de rotina. Por outro lado,
no caso da enzima fosfatase acida, o0 armazenamento das amostras, em condi¢cfes
de solo seco por 2 anos, promoveu uma expressiva reducao de 72% na sua
atividade, que influenciou o ranqgueamento dos tratamentos.

No Brasil, estudos que avaliem o funcionamento bioldégico do solo com
amostras obtidas ap6s a colheita das culturas, visando a unificagdo das
amostragens de fertilidade e microbiologia, precisam ser realizados. Assim, 0s

objetivos desse trabalho foram: i) avaliar a possibilidade de unificagdo da época de
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coleta de solo e dos processos de pré-tratamento das amostras de microbiologia e
fertilidade de solo (com secagem a temperatura ambiente e peneiramento em 2
mm), e ii) gerar novas tabelas de interpretacdo para as atividades das enzimas -
glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida, utilizando o conceito de amostra
FERTBIO (pos-colheita/solo seco ao ar). Outro objetivo foi avaliar a variabilidade
anual das enzimas [B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida nos anos de 2013 e
2015 em duas condicbes de amostragem de solo: floracdo/solo Umido e pos-
colheita/solo seco.

Para a realizacdo do estudo, novamente, aproveitou-se a valiosa oportunidade
oferecida pelo gradiente de matéria organica do solo, presente em trés experimentos
de longa duracdo de manejo de adubacdo fosfatada, localizados na Embrapa

Cerrados.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em trés experimentos de longa duracéo, localizados na
Embrapa Cerrados, em um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado. Os
delineamentos experimentais sdo em blocos ao acaso com trés repeticbes. A
descricdo detalhada sobre o historico desses trés experimentos de longa duracgéo foi
feita por Lopes et al. (2013). Nas safras 2012/2013 e 2014/2015, os trés
experimentos estavam sob o cultivo de milho. Foram utilizados os mesmos 24
tratamentos, descritos no estudo de Lopes et al. (2013) (Tabela 1). Nesses 24
tratamentos, diferentes doses e formas de aplicagdo de superfosfato triplo

possibilitaram a criacdo de um gradiente de fésforo extraivel, o qual gerou um
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gradiente de diferentes rendimentos acumulados de gréos de soja e de milho (RAG).
Devido aos diferentes aportes de biomassa da parte area e raizes das culturas,
também foi estabelecido um gradiente de matéria organica do solo (Lopes et al.,
2013).

A amostragem do solo foi realizada, na camada de 0 a 10 cm, utilizando-se um
trado holandés de 5 cm de diametro (Figura 1). Nas parcelas dos 24 tratamentos
gue estavam sob cultivo de milho, foram coletadas 20 sub-amostras, sendo trés no
centro das linhas de plantio e 17 nas entrelinhas. As sub-amostras foram
homogeneizadas para a obtencdo de uma amostra composta por parcela.

Para avaliar a possibilidade de unificagdo das amostragens para as analises de
fertilidade de solo e microbiologia, foram realizadas quatro coletas de solo: duas na
fase de florescimento das culturas (época padréao para microbiologia, Figura 2A), em
janeiro de 2013 e janeiro de 2015, e duas ap6s a colheita do milho (época padrao

para fertilidade, Figura 2B), em maio de 2013 e maio de 2015.

Figura 1 — Coleta de solo efetuada com auxilio de trado-holandés (esquerda) e
parcela do experimento apés coleta das amostras (direita).
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Tabela 1 - Descricdo dos 24 tratamentos selecionados dos experimentos I, Il e Ill e

valores acumulados dos diferentes rendimentos acumulados de grdos de soja e

milho (RAG).
Trat! [Zose (kg ha™ ano'l)' quo dNe Sistema de RAG
1° ano 2° ano em diante Aplicacéo Cultivo®
Experimento |
1 0 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 3490
2 80 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 7888
3 160 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 13916
4 240 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 18729
5 480 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 31434
6 80 80 Sulco SPC/MIL 119928
79 240+80 80 Lanco/Sulco SPC/MIL 125776
8" 80 80 Sulco SPD/MIL 130902
Experimento Il
9 0 0 Sulco SPD/MUC 61929
10 50 50 Sulco SPD/MUC 117344
11 100 100 Sulco SPD/MUC 126000
12 0 0 Sulco SPD/MIL 61743
13 50 50 Sulco SPD/MIL 119670
14 100 100 Sulco SPD/MIL 124631
15 0 0 Sulco SPC/MIL 50623
16 50 50 Sulco SPC/MIL 114620
17 100 100 Sulco SPC/MIL 128623
Experimento 11|
18 0 0 Sulco SPD/MIL 5996
19 0 80 Sulco SPD/MIL 108717
20 240 0 Lanco/Sulco SPD/MIL 30684
21 240 80 Lanco/Sulco SPD/MIL 112729
22 0 40 Sulco SPD/MIL 85384
23 0 60 Sulco SPD/MIL 97659
24 0 80 Sulco SPD/MIL 64729

! Trat = Tratamento; > Dose de P,Os no primeiro ano aplicada a lanco; 3 Sistema de
Cultivo (SPC/MIL = sistema de preparo convencional com milheto como planta de

cobertura; SPD/MIL

sistema de plantio direto com milheto como planta de

cobertura; SPD/MUC = sistema de plantio direto com mucuna como planta de
cobertura); © Tratamentos que n&o recebem mais adubacdo desde a safra
2011/2012. ) Tratamento em que a adubacdo anual de 80 kg ha* de P,Os foi
iniciada na safra 2011/2012.
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No laboratério, o solo coletado em janeiro, na fase de florescimento das
culturas, foi separado em duas por¢des, uma para analises quimicas e outra para
avaliacdo de parametros microbiolégicos. A porcdo de solo destinada para as
analises microbiolégicas foi peneirada em malha de 4 mm e acondicionada em
geladeira (temperatura entre 3° e 7° C) até o momento das analises, iniciadas, no
maximo, em uma semana apos a amostragem. A porcdo de solo destinada as
analises de fertilidade de solo foi seca ao ar e peneirada em malha de 2 mm (terra
fina seca ao ar, TFSA).

O solo coletado nas amostragens do fim do periodo chuvoso também foi
separado em duas porc¢des: uma foi submetida ao preparo padréao realizado para
amostras de solo destinadas as analises de fertilidade, ou seja, foi seca ao ar por 15
dias e peneirada em malha de 2 mm (pds-colheita/solo seco, denominado
FERTBIO). A outra porcdo foi peneirada a 4 mm, mantida na umidade do campo
(field-moist) e armazenada em geladeira a temperatura entre 3° e 7° C (pds-
colheita/solo umido). Nesses trés conjuntos de amostras (floracdo/solo umido, pos-
colheita/solo seco e pos-colheita/solo Umido) foram realizadas determinacdes de

atividade das enzimas B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida.
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Figura 2 - Imagem dos trés experimentos, obtida com auxilio do software Google

Earth, na época de floragdo (A) e ap6s a colheita do milho (B). A area tracejada em
azul corresponde ao experimento I, em amarelo, ao experimento Il e, em vermelho,
ao experimento llI.
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2.1. ANALISES MICROBIOLOGICAS E QUIMICAS

As atividades das enzimas B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase foram
determinadas de acordo com Tabatabai (1994), omitindo-se o tolueno. O método é
baseado na determinacéo colorimétrica do p-nitrofenol, liberado por essas enzimas,
quando o solo é incubado com uma solucdo tamponada de substratos especificos
para cada uma. Para cada amostra, utilizaram-se duas repeticdes analiticas mais um
controle. Utilizou-se uma curva padrao preparada com as concentracdes conhecidas
de p-nitrofenol (0, 10, 20, 30, 40 e 50 g de p-nitrofenol mI™) para determinacéo da
quantidade desse produto liberada das amostras. Os valores de atividade foram
expressos em pg p-nitrofenol h™* g solo.

A matéria organica do solo (MOS) foi determinada pela oxidacgdo via Umida
com dicromato de potassio em meio sulfdrico, seguida da titulagdo com sulfato
ferroso amoniacal (Walkley & Black, 1934) e calculada de acordo com Jackson
(1970). Nesse calculo, ndo foi utilizado o fator de correcéo para carbono total (fator
de 1,3), conforme proposto por Walkley (1947), por isso essa determinagéo foi
denominada matéria organica facilmente oxidavel (Jackson, 1970). O carbono
organico do solo (COS) foi calculado dividindo-se o teor de matéria organica por

1,724.

2.2. ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar a distribuicdo dos dados obtidos em cada uma das trés

amostragens (floracéo/solo umido, pds-colheita/solo seco e pés-colheita/solo tmido),
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foram construidos graficos do tipo “boxplot” contendo as médias, medianas, valores
de maxima e minima, e os primeiros e terceiros quartis.

Andlises de regressdo foram utilizadas para comparar as amostragens:
florescimento/solo umido x pos-colheita/solo seco ao ar (amostra FERTBIO) e pos-
colheita/solo umido x pos-colheita/solo seco ao ar (FERTBIO). Nessas analises, 0
solo seco ao ar sempre foi a variavel dependente. Com os dados obtidos em 2013 e
2015, modelos de regressao foram ajustados utilizando o pacote estatistico SAS
(SAS Institute, Cary, NC, USA). O teste estatistico ndo paramétrico de “Wilcoxon
signed-rank test” foi utilizado para realizar as seguintes comparacoes: floracdo/solo
umido x pos-colheita/solo seco e pds-colheita/solo imido x pds-colheita/solo seco.

Para o conjunto de amostras poés-colheita/solo seco (FERTBIO) x pos-
colheita/solo umido, as médias dos dados de atividade enzimatica obtidos em 2013
e 2015, em cada um dos trés experimentos de campo, foram submetidas a uma
analise de variancia para blocos ao acaso usando o PROC GLM do SAS. Em cada
experimento, os efeitos dos tratamentos foram separados usando o Teste de
Duncan (P = 0,05). Todos os requisitos para a analise de variancia foram verificados.

O efeito da variagéo interanual (2013 e 2015), nas amostragens realizadas nas
fases de floracdo e de poOs-colheita/solo seco (FERTBIO), foi determinado por meio
de uma analise de componentes de variancia. As fontes de variacdo foram:
tratamentos, anos e a interacdo ano x tratamento. O objetivo dessa analise foi
determinar, em cada amostragem (floracdo/solo umido e pds-colheita/solo seco), as
fontes de variagdo que mais influenciaram a variancia dos atributos avaliados

(atividade das enzimas arilsulfatase, B-glicosidase e fosfatase acida).
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2.3. NOVAS TABELAS DE INTERPRETACAO USANDO O CONCEITO FERTBIO

As novas tabelas de interpretacdo dos valores individuais dos parametros
microbiolégicos com o conceito FERTBIO foram geradas utilizando a estratégia
descrita por Lopes et al. (2013). As relacdes entre o COS e o rendimento relativo
acumulado de gréaos de soja e milho (RRA), e entre os atributos microbiolégicos (-
glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida) com o RRA e destes com o COS foram
determinadas por meio de analises de regressao. As equacdes e 0s coeficientes de
determinacdo (R?), bem como a significancia dos modelos e dos parametros dos
modelos, foram obtidos com auxilio do procedimento PROC REG do programa SAS
versao 9.1. Foram ajustados modelos lineares ou quadraticos entre RRA e COS com
os atributos microbioldgicos, sendo o melhor modelo selecionado com base na
significancia dos parametros do modelo e maior coeficiente de determinacéo (R?).

O RRA é o rendimento acumulado de grdos de soja e milho relativizado em
funcdo da maior produgcdo acumulada obtida em cada experimento. Conforme
detalhado em Lopes et al. (2013), a opcéo de uso do RRA foi devido ao fato de que
0s trés experimentos possuem diferentes rotacdes (sucessoes) de culturas e tempos
de estabelecimento (22 anos — Experimento |; 17 anos — Experimentos Il e Ill),
permitindo reunir em uma Unica base de dados os resultados obtidos nessas
diferentes condi¢bes (Danke & Olson, 1990).

Para a interpretacéo dos valores dos atributos microbiologicos, foram utilizadas
duas estratégias. A primeira baseou-se nas relacdes entre os dados de atividade
das enzimas B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida com os dados de RRA. A

partir dos modelos de melhores ajustes para cada variavel, assumiu-se como nivel
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critico (NC) o valor do bioindicador capaz de propiciar 80% do rendimento relativo
acumulado maximo, considerando este valor como a producdo de maxima eficiéncia
econdmica. Para facilitar a interpretacao dos resultados, foram definidas trés classes
(baixa, média, adequada) de acordo com o0s respectivos valores de RRA: < 40%
(baixa), 41 - 80% (média) e > 80% (adequada).

A segunda estratégia para a interpretacdo dos atributos (B-glicosidase,
arilsulfatase e fosfatase acida) baseou-se nos valores de COS. Com base na relacéo
entre 0 RRA e o COS, inicialmente foi gerado um NC para o COS (equivalente a
80% do RRA) e a seguir definidas classes de interpretacdo para o COS em funcéo
do RRA (< 40% (baixa), 41 - 80% (média), > 80% (adequada). A partir das classes
obtidas para os teores de COS, foram obtidos valores correspondentes para 0s

bioindicadores, com base nas relacdes entre estes e o0 COS.

3. RESULTADOS

Os resultados das analises estatisticas descritivas (médias de 2013 e 2015)
obtidos nas trés épocas de avaliagéo: floracao/solo imido, pos-colheita/solo umido e
pos-colheita/solo seco (FERTBIO) sdo apresentados na Figura 3 e serdao discutidos

nas secobes 3.1 e 3.2.

3.1. FLORACAO/SOLO UMIDO X POS-COLHEITA/SOLO SECO (FERTBIO)

Nos dois anos de estudo, a comparacao dos dados coletados na amostragem

floragdo/solo Umido (Tabela 2) com os dados coletados na amostragem pés-
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colheita/solo seco (Tabela 3) mostra que houve uma reducao significativa (Wilcoxon
signed rank test, p < 0,001) nos niveis de atividade enzimatica no segundo grupo.
Em média, nos dois anos avaliados, essas reducfes foram de 38%, 47%, e 59%,
para as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase, e fosfatase &cida, respectivamente
(Figura 3).

A maior reducdo na atividade enzimatica observada na amostragem pos-
colheita/solo seco foi verificada na fosfatase acida. Nas amostras coletadas na
floracdo/solo umido os valores de atividade dessa enzima variaram entre 316 a 1692
ug p-nitrofenol g* h™. Para as amostras FERTBIO (p6s-colheita/solo seco), os
valores de atividade variaram entre 200 e 750 pg p-hitrofenol g* h™.

Regressdes lineares (Figura 4) entre os dois conjuntos de amostras
(floracao/solo umido e pos-colheita/solo seco) foram ajustadas para todas as
enzimas avaliadas e para o carbono organico do solo (COS). Além de significativos
(P < 0,001), os valores dos coeficientes de determinacéo R? (0,78; 0,69, 0,56, e 0,80
para as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase, fosfatase acida e para o COS,
respectivamente) evidenciam o bom ajuste dos modelos e que a amostragem
FERTBIO foi representativa das condicdes verificadas na floracdo/solo imido. Os
coeficientes de inclinagdo das analises de regressdo entre as amostras floragéo/solo
umido e as amostras pos-colheita/solo seco (Figura 4) para as enzimas arilsulfatase,
B-glicosidase, e fosfatase acida foram de 0,44, 0,35 e 0,26, respectivamente. Como
esses coeficientes indicam o desvio de uma relacdo 1:1 (quanto mais afastados de
1, maiores as diferencas entre os valores das duas amostragens), verifica-se que 0s

efeitos da mudanga da amostragem aumentaram na seguinte ordem: arilsulfatase <
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B-glicosidase < fosfatase acida. Entre as trés enzimas avaliadas, a arilsulfatase foi a

menos afetada, com um coeficiente de inclinacéo de 0,44.

Tabela 2 - Atividade enzimatica e carbono organico do solo, em um Latossolo
Vermelho argiloso de Cerrado, na camada de 0-10 cm, em amostras coletadas em

2013 e 2015, na fase de florac&o/solo umido.

Tratamentos B-Glicosidase Arilsulfatase Fosfatase Acida COSs
2013 2015 2013 2015 2013 2015 2013 2015
1 52 54 12 10 535 316 13,26 13,33
2 64 60 19 11 501 339 13,27 13,16
3 58 76 24 13 464 359 14,39 14,37
4 68 92 27 21 603 616 14,22 13,83
5 67 68 20 15 546 411 14,58 14,24
6 212 172 118 94 996 846 19,68 18,10
7 207 208 96 74 970 822 19,44 17,37
8 279 378 194 180 1102 1692 19,92 21,38
9 141 181 60 57 845 846 16,95 17,12
10 186 218 116 122 1129 824 19,99 19,70
11 196 253 128 131 977 1027 19,19 20,18
12 181 256 93 94 1190 1553 17,83 18,59
13 238 327 296 258 1519 1396 20,72 20,35
14 273 371 254 252 1300 1301 20,57 21,11
15 122 158 69 74 720 878 15,92 15,12
16 203 229 141 147 1088 1078 18,14 16,32
17 180 168 139 66 924 533 17,00 17,21
18 64 77 14 8 500 580 13,58 12,77
19 249 314 153 158 1063 1554 19,65 19,34
20 94 133 30 34 731 1123 15,29 14,44
21 235 293 181 131 1275 1062 20,43 21,11
22 191 250 122 90 1113 1286 18,03 19,19
23 254 299 153 130 1272 1355 20,75 20,46
24 170 260 73 97 1060 1042 16,48 17,72
Médias 166 204 105 95 934 951 17,47 17,35

Valores de atividade de B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida expressos em

g de p-nitrofenol g™ solo h™. Carbono organico do solo (COS) expresso em g kg™.
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Tabela 3 - Atividade enzimatica e carbono organico do solo, em um Latossolo

Vermelho argiloso de Cerrado, na camada de 0-10 cm, em amostras coletadas em

2013 e 2015 na fase poés-colheita/solo seco.

Tratamentos B-Glicosidase Arilsulfatase Fosfatase Acida COSs
2013 2015 2013 2015 2013 2015 2013 2015
1 46 52 15 14 220 214 13,17 12,27
2 52 57 15 19 256 243 13,41 12,43
3 58 36 20 20 261 200 13,83 13,28
4 52 46 22 25 286 295 13,85 13,05
5 55 48 19 16 246 234 1456 13,14
6 117 120 78 89 412 512 19,20 17,10
7 102 113 89 82 384 429 18,33 17,63
8 99 135 105 140 424 750 19,22 19,31
9 75 75 39 42 374 455 17,20 17,54
10 85 115 93 99 365 488 18,23 17,14
11 79 89 73 100 321 485 17,97 16,13
12 77 88 49 47 449 561 17,02 15,73
13 88 130 112 151 376 555 18,60 17,86
14 145 190 121 117 375 692 18,46 17,73
15 90 79 38 27 309 294 15,87 15,90
16 103 97 84 62 388 501 17,96 15,51
17 142 148 62 79 346 443 17,66 15,78
18 53 41 11 12 226 210 13,58 11,45
19 118 148 73 87 377 551 18,97 17,56
20 91 45 30 34 308 314 15,58 13,47
21 144 154 81 90 355 555 18,87 17,70
22 99 113 57 60 308 462 16,50 16,06
23 135 138 64 80 368 476 18,27 17,71
24 124 158 50 87 374 432 18,13 15,96
Médias 93 101 58 66 338 431 16,85 15,72

Valores de atividade de B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida expressos em

ug de p-nitrofenol g™ solo h™ . Carbono organico do solo (COS) expresso em g kg™.
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nitrofenol g™ solo h™. Carbono organico do solo (COS) expresso em g kg™.

As relacdes individuais entre as trés enzimas do solo, o rendimento relativo
acumulado de graos (RRA) e os teores de COS obtidos a partir dos 24 tratamentos
para as amostras FERTBIO (pés-colheita/solo seco) sdo apresentadas na Figura 5.

Modelos quadraticos foram ajustados para as trés enzimas e evidenciam o aumento
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na atividade enzimatica decorrente do aumento de RRA e do COS, até que um nivel
otimo seja atingido. As relacdes apresentadas na Figura 5 mostram claramente que,
nestes trés experimentos de longa duracdo, além do aumento no rendimento de
grados, os aumentos significativos na quantidade de residuos retornados ao solo
pelas culturas - em resposta a diferentes doses e formas de aplicacéo do fertilizante
fosfatado super triplo - favoreceram, ao longo do tempo, a formacgéo de um gradiente
de COS. Esse gradiente afetou as comunidades microbianas e modulou os niveis de
atividade enzimatica do solo.

A comparacao das relacdes individuais entre as trés enzimas do solo, o RRA e
os teores de COS obtidos para a amostragem FERTBIO (Figura 5), com essas
mesmas relacdes determinadas na floragao/solo umido (Figura 6), mostra que, para
as duas amostragens, foram obtidos modelos com bons ajustes (R?). Para as
enzimas arilsulfatase e [-glicosidase, os coeficentes de determinacdo foram
superiores a 0,7. Como nas duas amostragens a enzima fosfatase acida sempre
apresentou os modelos com menores R? verifica-se que a reducdo do nivel de
atividade, na amostragem pés-colheita/solo seco, nao interferiu no ajuste dos
modelos.

Como todas as enzimas foram correlacionadas positivamente com o RRA e
com o COS, por meio das analises de regressao apresentadas nas Figuras 5 e 6, foi
possivel realizar a delimitacdo de classes de suficiéncia para cada uma, em funcao
do RRA e do COS, de acordo com os critérios propostos por Lopes et al. (2013): <
40%: baixo; de 41% a 80%: moderado e > 80%: adequado. Assim, foram
construidas tabelas de interpretacdo para as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase e

fosfatase acida utilizando o conceito de amostra FERTBIO (Tabela 4).
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Figura 5 - Relagbes entre as atividades das enzimas arilsulfatase, B-glicosidase e
fosfatase acida com o COS (A, B e C) e com o0 RRA (D, E e F), determinadas na
fase pos-colheita/solo seco, nos anos e 2013 e 2015. Os pontos representam as
médias dos 24 tratamentos em 2013 e 2015. ***Significativo a P < 0,001. Valores de
atividade de B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida expressos em pg de p-

nitrofenol g* solo h™.
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nitrofenol g* solo h™.
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Tabela 4 - Interpretacdo dos niveis de atividade enzimatica para Latossolos
Vermelhos argilosos de Cerrado, na camada de 0-10 cm, com base no rendimento
relativo acumulado de graos de soja e milho e no teor de carbono organico do solo,

utilizando o conceito de amostra FERTBIO (pds-colheita/solo seco).

Enzimas @ Niveis de atividade enzimatica no solo

Baixo Moderado Adequado

Com base no rendimento relativo acumulado

Arilsulfatase <33 34 a 65 > 66

B-Glicosidase <65 66 a 100 > 101

Fosfatase acida < 286 287 a4ll >412
Com base no teor de carbono organico do solo

Arilsulfatase <30 31a69 >70

B-Glicosidase <63 64 a 107 > 108

Fosfatase acida <268 267 a 401 > 402

@ valores de atividade de B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase expressos

em ug de p-nitrofenol g* solo h™.

Da mesma forma, a partir das relagbes apresentadas na Figura 6, foram
construidas tabelas de interpretacdo para as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase e
fosfatase &cida com base nas amostragens realizadas na floragdo/solo Umido
(Tabela 5).

Para a interpretacdo dos bioindicadores em funcéo do COS, inicialmente foram
definidos niveis criticos de COS, com base nas relacdes destes teores com 0 RRA
(Figura 7). Os niveis criticos de COS, equivalentes a 80% do RRA, para as amostras
FERTBIO e floracdo/solo Umido foram 17,4 g kg e 188 g kg’ solo,

respectivamente. Os niveis criticos de COS equivalentes a 40% do RRA, para as
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amostras FERTBIO e floracdo/solo Umido foram 14,7 g kg* e 15,6 g kg™ solo,
respectivamente. Com base nos valores desses niveis criticos de COS, foram
obtidos os valores correspondentes para os atributos microbiolégicos para as

amostras FERTBIO (Figura 5) e floracédo/solo umido (Figura 6).

Tabela 5 - Interpretacdo dos niveis de atividade enzimatica para Latossolos
Vermelhos argilosos de Cerrado, na camada de 0-10 cm, com base no rendimento
relativo acumulado de gréos de soja e milho e no teor de matéria organica do solo,

com amostras coletadas na floragcao/solo umido.

Niveis de atividade enzimatica no solo

Enzimas ®

Baixo Moderado Adequado

Com base no rendimento relativo acumulado

Arilsulfatase <46 47 a 105 > 106

B-Glicosidase <111 112 a 202 > 203
Fosfatase &acida <614 615 a 1038 > 1039
Com base no teor de carbono organico do solo

Arilsulfatase <43 44 a 101 > 102

B-Glicosidase <115 116 a 232 > 233
Fosfatase acida <633 614 a 1106 > 1107

@ valores de atividade de B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase expressos

em pg de p-nitrofenol g™ solo h™.

Em relagdo as tabelas geradas com base nos dados obtidos na floragédo/solo
umido (Tabela 5), verifica-se que as tabelas de interpretagdo com base no conceito
FERTBIO (Tabela 4), apresentam, como caracteristica principal, uma reducao

significativa na amplitude das classes de interpretacdo. Por exemplo, na tabela
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FERTBIO, os NC’s baixo e adequado, para a arilsulfatase com base no RRA, foram
de 33 e 66 pg p-nitrofenol g* h?, respectivamente, o que da uma amplitude de
apenas 33 unidades entre esses dois extremos. Para a [B-glicosidase e para a
fosfatase acida, essa amplitude foi de 36 e 126 unidades, respectivamente. Em
contrapartida, nas amostras floragdo/solo umido, as amplitudes entre as classes de
interpretacdo baixas e adequadas, para as enzimas arilsulfatase, p-glicosidase e
fosfatase acida, com base no RRA, foram respectivamente: 60, 92 e 425, ou seja,
1,8, 2,5 e 3,4 vezes maiores que as amplitudes das amostras FERTBIO. Esse
estreitamento na amplitude das classes de interpretacdo baixo/adequado pode, em
sua grande parte, ser atribuido ao efeito da secagem do solo ao ar, conforme

também observado por Lopes et al. (2015).
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3.2. POS-COLHEITA/SOLO UMIDO X POS-COLHEITA/SOLO SECO (FERTBIO)

O efeito especifico da secagem do solo ao ar, com amostras coletadas na fase
de pés-colheita, também foi avaliado nesse estudo. Para tanto, foram realizadas
determinacdes de atividade enzimatica antes (solo umido) e apds a secagem ao ar
com solo coletado na fase de pés-colheita. Nos dois anos avaliados, a comparacéo
dos dados médios de atividade enzimatica dos solos coletados na fase de pos-
colheita, antes da secagem ao ar (Tabela 6) com os dados obtidos nessa mesma
época de amostragem apos a secagem ao ar (Tabela 3), sdo sumarizadas na Figura
3. Houve uma reducéo significativa (Wilcoxon Signed Rank test, p <0,001) nos niveis
de atividade das enzimas [B-glicosidase (22%), e fosfatase acida (53%) apés a
secagem do solo ao ar (pods-colheita/solo seco). Os niveis de atividade da
arisulfatase nao sofreram alteracdes significativas apds a secagem.

Novamente, a fosfatase 4cida foi a enzima que apresentou a maior reducao na
atividade em funcdo da secagem ao ar. Nas determinagOes efetuadas com as
amostras coletadas na pés-colheita/solo umido, os valores de atividade da fosfatase
acida variaram entre 412 a 1372 pg p-nitrofenol g* h™* (Tabela 6). Para as amostras
pods-colheita/solo seco, os valores de atividade variaram entre 200 e 750 ug p-
nitrofenol g* h™.

Uma regressao quadratica e duas regressoes lineares (Figura 8), entre os dois
conjuntos de amostras (pds-colheita/solo Umido e pds-colheita/solo seco), foram
ajustadas para todas as enzimas avaliadas. Baseados nos valores de R? os
modelos com melhor ajuste foram o da arilsulfatase (modelo linear, R? = 0,82) e o da

B-glicosidase (modelo quadratico, R? = 0,68). Um baixo valor de R? foi obtido para o
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modelo ajustado para a fosfatase acida (modelo linear, R?* = 0,42), embora os
parametros do modelo tenham sido significativos (P < 0,001). Os coeficientes de
inclinacdo dos modelos de regressao lineares entre as amostras pos-colheita/solo
umido e pos-colheita/ solo seco (Figura 8) para a arilsulfatase e para a fosfatase
acida foram de 0,77 e 0,32, evidenciando que os efeitos da secagem ao ar foram
mais expressivos para a fosfatase acida (maior afastamento da relacéo 1:1).

Nos trés experimentos avaliados, de uma maneira geral, a secagem ao ar nao
interferiu  significativamente no ranqueamento dos tratamentos (Tabela 7).
Entretanto, duas excecdes foram observadas. No experimento 2, o tratamento 13,
gue antes da secagem ao ar estava entre os tratamentos com maior atividade de [3-
glicosidase, apds a secagem, agrupou-se junto aos de atividade intermediaria. No
experimento 3, o tratamento 21 que antes da secagem ao ar, possuia um nivel
intermediario de atividade da fosfatase acida, passou a ser agrupado junto aos

tratamentos de maior atividade, apds a secagem.
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Tabela 6 - Atividade enzimatica, em um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado, na

camada de 0-10 cm, em amostras coletadas em 2013 e 2015 na fase pos-

colheita/solo umido.

B-Glicosidase

Avrilsulfatase

Fosfatase Acida

Tratamentos
2013 2015 23 2015 2013 2015
1 52 47 6 12 412 361
2 55 49 9 15 493 441
3 67 51 14 13 508 456
4 77 68 20 20 559 589
5 60 46 16 16 552 392
6 165 125 103 70 1002 917
7 152 132 80 56 965 869
8 209 204 55 159 1175 1372
9 107 90 56 35 807 805
10 129 115 91 86 717 714
11 148 134 96 87 832 719
12 137 124 79 71 1111 1132
13 273 170 151 142 1206 918
14 248 170 153 142 1222 978
15 140 95 52 49 903 702
16 190 143 114 110 1098 884
17 170 135 83 82 785 603
18 71 42 13 11 553 444
19 115 175 94 102 1079 884
20 102 74 23 26 826 736
21 143 151 96 90 890 729
22 99 131 63 63 910 823
23 119 171 79 109 1108 956
24 135 168 63 79 1095 834
Médias 132 117 67 69 867 761

@) valores de atividade de B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase expressos
em g de p-nitrofenol g* solo h™.
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Tabela 7 - Atividade enzimatica de um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado

antes e ap0s a secagem ao ar. Amostragem realizada na fase pds-colheita, na

camada de 0 - 10 cm Os dados representam médias de dois anos (2013 e 2015).

-Glicosidase

Avrilsulfatase

Fosfatase Acida

Tratamentos Umido  Seco Umido Seco Umido Seco
Experimento |
1 50c 49 b 9c 15c 387d 217 ¢
2 52c 54 b 12 c 17 c 467 cd 250 c
3 59c 47 b 13 c 20c 482 cd 231c
4 73 ¢ 48 b 20c 23c 574 c 291 c
5 53¢ 51b 16 c 17 c 472 cd 240 c
6 145 b 117 a 87 ab 82hb 960 b 462 b
7 142 b 106 a 68 b 85hb 917 b 407 b
8 207 a 116 a 107 a 125a 1274 a 587 a
CV(%) 16,9 19 57,8 25 13,0 23,6
Experimento Il
9 Qe 75d 46 d 40 d 806 c 415c¢c
10 122 de 99 cd 89c 95 b 716 c 427 bc
11 141 bcd 89cd 92c 86 bc 776 Cc 403 c
12 131 cd 81d 75¢c 47 d 1122 a 505 ab
13 222 a 108 c 147 a 130 a 1062 ab 466 abc
14 209 a 166 a 148 a 118 a 1100 a 534 a
15 118 de 83d 51d 32d 803 c 302 d
16 167 b 98 cd 112 b 71c 991 b 445 bc
17 153 bc 143 b 83c 70 c 694 c 395¢
CV(%) 15 18 17,1 22,1 11,3 16,2
Experimento 11|
18 57d 47 ¢ 12 c 12 e 499 d 218 ¢
19 145 a 132 a 98 a 80 ab 982 a 464 a
20 88c 67 c 25c¢ 32d 781 c 311b
21 147 a 147 a 93 a 84 a 810 c 455 a
22 115 bc 105Db 63 b 59c 867 bc 385 a
23 145 ab 134 a 94 a 71 abc 1032 a 422 a
24 152 a 140 a 71b 68 bc 965 ab 403 a
CV(%) 20,5 17,6 20,3 20,4 10,2 16,3

Valores de atividade da (B-Glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida expressos em

g de p-nitrofenol g solo h™*. Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, ndo

diferiram entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).
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3.3. VARIACAO INTERANUAL DOS ATRIBUTOS

Nas figuras 9 e 10 sdo sumarizados os dados de atividade enzimatica e de
COS, nos 24 tratamentos, nos anos de 2013 e 2015, com as amostras de solo
coletadas nas amostragens floracado/solo Umido e pos-colheita/solo seco. A
contribuicdo dos fatores ano e tratamento e de sua interacdo, na variancia total das
enzimas B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida e no carbono organico do solo,

€ apresentada na Tabela 8.
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Figura 9 - Atividade enzimética e COS, nos 24 tratamentos, nos anos de 2013 e

2015, na amostragem floragdo/solo Uumido. Os pontos representam as médias de

cada tratamento, enquanto as barras representam o erro padrao.
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Figura 10 - Atividade enzimatica e COS, nos 24 tratamentos, nos anos de 2013 e
2015, na amostragem poés-colheita/solo seco. Os pontos representam as médias de

cada tratamento, enquanto as barras representam o erro padrao.

As variancias totais obtidas na época poés-colheita/solo seco foram menores
que as da floracao/solo umido (Tabela 8), o que pode ser atribuido ao efeito da
secagem das amostras de solo ao ar. Ao reduzir a amplitude (diferenca entre o
maior e 0 menor valor de cada parametro, em cada amostragem), a secagem do

solo também diminui a variabilidade associada a esses parametros.
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Tabela 8 - Contribuicdo (%) dos fatores tratamento, ano e de sua interacdo na
variancia total das enzimas B-glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida e no
carbono orgéanico do solo (COS) nas amostragens realizadas nas fases floracédo/solo

umido e pos-colheita/solo seco.

Componente da

A1) B-glicosidase  Arilsulfatase Fosfatase Acida COoSs
variancia
---------- Florag&o/solo umido % de contribui¢éo -----------
Tratamento 77,8 87,6 64,4 85,4
Ano 7,7 0,9 0 1,2
Tratamento X Ano 6,1 2,2 16,9 3,5
Erro 4,81 3,84 14,1 55
Variancia total 9017 5960 149176 8,1
--------- Pdés- colheita/solo seco % de contribuigdo ---------
Tratamento 75,7 82,8 41,8 73,2
Ano 1,3 1,2 21,3 11,0
Tratamento X Ano 9,1 53 22,6 1,7
Erro 13,5 7,1 11,8 10,9
Variancia total 1647 1506 19499 5,67

1) O componente da variancia (REP(Trat)) ndo foi apresentado.

Também se verifica na Tabela 8 que, nas duas amostragens (floracdo/solo
umido e pos-colheita/solo seco), as maiores e menores variancias totais foram
observadas para a fosfatase éacida e para o carbono organico do solo,
respectivamente. O fator tratamento foi 0 que mais contribuiu para a variancia dos
parametros avaliados (B-glicosidase, arilsulfatase, fosfatase acida e carbono
organico do solo). Independentemente da época de avaliacdo, essa contribuicdo
sempre foi superior a 70% para os parametros pB-glicosidase, arilsulfatase e carbono
organico do solo.

Na amostragem pos-colheita/solo seco, a contribuicdo do fator tratamento na

variancia da enzima fosfatase acida foi de apenas 41,8%, a menor registrada nesse
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estudo para esse fator. Em contrapartida, as percentagens da variancia total
associadas aos fatores ano e a interagdo ano x tratamento, 21,3% e 22,6%,
respectivamente, foram as maiores registradas no estudo. Como a fosfatase acida
foi o parametro mais afetado pela secagem do solo ao ar, € possivel que o processo
de secagem tenha sido o fator determinante para aumentar a variabilidade anual
desse parametro, diferentemente do que foi observado para as enzimas [-

glicosidase e arilsulfatase.

4. DISCUSSAO

As avaliacdes realizadas nos anos de 2013 e 2015, com amostras de trés
experimentos de longa duracdo, em um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado,
revelaram que a amostragem realizada na fase de pds-colheita com secagem do
solo ao ar resultou em redugdes significativas na atividade das enzimas arilsulfatase
(38%), B-glicosidase (47%) e fosfatase &cida (59%), em comparagdo com a
amostragem tradicional para microbiologia, realizada na fase de florescimento das
culturas e com solo umido. Apesar das significativas redu¢fes, a mudancga na época
de amostragem associada ao processo de secagem ao ar néo alterou as relagoes
dessas enzimas com COS e nem com o rendimento acumulado de grédos desses
experimentos. Além disso, por meio de regressdes lineares entre 0os dois conjuntos
de amostras (floragdo/solo umido e pds-colheita solo seco), verificou-se que a
amostragem poés-colheita solo seco foi representativa das condi¢cbes verificadas na

floragao/solo umido.
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A reducdo na atividade enzimatica, ap0s a secagem do solo ao ar, esta
relacionada a morte de células microbianas, com consequente rompimento da
parede celular e liberacdo de enzimas para o solo (Ladd, 1985; Gianfreda & Bollag,
1996; Nannipieri et al., 2012) e a processos de desnhaturacado enzimatica. Entretanto,
embora varios estudos na literatura mencionem reducdes na atividade enzimatica
com a secagem (Abellan et al.,, 2011; Bandick & Dick, 1999; Lee et al, 2007;
Pancholy & Rice, 1972; Wallenius et al., 2010); existem relatos de aumentos na
atividade enzimatica com a secagem (Bandick & Dick, 1999; Eivazi & Tabatabali,
1977; Eivazi & Tabatabai, 1990; Gianfreda & Bollag, 1996; Longo & Melo, 2005); de
auséncia de alteracbes (Zornoza et al.,, 2006) e de efeitos erraticos (Rao et al.,
2003).

Como os efeitos do processo de secagem ao ar na atividade enzimatica sao
bastante variaveis, pesquisas locais sdo necessarias, pois a magnitude da resposta
depende ndo s6 da enzima avaliada, mas, do tipo de solo. Um estudo anterior,
nesses mesmos experimentos (Lopes et al. 2015), revelou reducgdes significativas
nas atividades das enzimas arilsulfatase (52%), B-glicosidase (23%) e fosfatase
acida (72%), utilizando amostras coletadas na fase de florescimento da soja, secas
ao ar e armazenada por 2 anos. No presente estudo, onde também foram
comparadas as atividades enzimaticas em amostras pés-colheita/solo iumido com
amostras pos-colheita/solo seco, verificou-se que a arilsulfatase ndo foi afetada e
que as reducdes na atividade da B-glicosidase e da fosfatase acida foram de 23% e
53%, respectivamente.

Como consequéncia da redugcdo na atividade enzimatica em funcdo da

secagem ao ar, também foram verificadas reduc¢des na variabilidade dos dados,
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conforme também reportado por Haney et al. (2004). Dessa forma, as tabelas de
intepretacdo para atividade enzimatica geradas usando conceito de amostra
FERTBIO (pés-colheita/solo seco) apresentam, como caracteristica principal, uma
reducdo significativa na amplitude das classes de interpretacdo. Como o
estreitamento da amplitude entre as classes de intepretacdo pode representar uma
desvantagem no uso da amostra FERTBIO (uma vez que os limites entre as classes
ficam mais proximos), verifica-se a importancia da validacdo desse novo conceito
com amostras coletadas em nivel de fazendas. Essa validacdo € fundamental tendo
em vista que, muitas vezes, as condicdes das parcelas experimentais nao permitem
um manejo que seja plenamente coincidente com a sistematica de uso de
fertilizantes, defensivos e praticas culturais adotadas na agricultura comercial.

As tabelas geradas usando o conceito FERTBIO representam um passo
adicional, em relacdo as primeiras tabelas publicadas por Lopes et al., (2013), pois
incorporam um conceito de época de amostragem e de pré-tratamento do solo mais
realista e proximo do que é praticado nas lavouras e nos laboratorios comerciais de
andlises de solo no Brasil. Deve ser destacado que, diferentemente das primeiras
tabelas publicadas, a tabela FERTBIO usa dados de dois anos de amostragem, 0
gue confere maior robustez aos Niveis Criticos (NC's) calculados.

Em relacdo a tabela gerada com os dados da floragcdo/solo Uumido, com
excecao da B-glicosidase, os niveis de interpretagdo encontrados neste trabalho
foram similares aqueles descritos por Lopes et al. (2013).

A questdo da variabilidade das determinacfes de atividade enzimatica ao longo
do tempo também foi avaliada nesse estudo comparando os dados de 2013 x 2015,

nas duas épocas de amostragem: floracdo/solo umido e pds-colheita/seco. Por meio
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de uma analise de componentes de variancia, verificou-se que, com excec¢ao da
fosfatase acida determinada na fase de pos-colheita/solo seco, os componentes da
variancia ligados ao fator ano (ano e interacao tratamento x ano) para a arilsulfatase
e B-glicosidase foram baixos (< 10%) e semelhantes aos do carbono organico do
solo. Entre os pré-requisitos basicos para o uso de parametros microbiolégicos no
monitoramento de areas ao longo do tempo, Tscherko & Kandeler (1999)
destacaram baixo desvio padréo e baixa variacdo ao longo do tempo. Como esses
aspectos também sao importantes na recomendacéo da ado¢cdo de um parametro
em analises de rotinas comerciais, 0 presente estudo evidencia as vantagens da
adocao da arilsulfatase e da [B-glicosidase em andlises comerciais de solo, como
parametros indicadores do seu biofuncionamento.

A atividade hidrolitica das enzimas do solo é um somatorio das atividades
intracelulares, localizadas internamente nas células (atividade bidtica), e
extracelulares (abidntica), que sdo associadas a enzimas adsorvidas nos coldides do
solo (fracao argila e matéria organica). Nos estudos de monitoramento, verificou-se
gue apenas a enzima fosfatase acida apresentou aumento na variabilidade anual em
resposta ao processo de secagem do solo ao ar na amostragem pas-colheita/solo
seco. Esse fato pode estar relacionado a uma distribuicdo diferenciada da atividade
hidrolitica dessa enzima nos solos do cerrado, em comparacdo a B-glicosidase e
arilsulfatase. Uma hipétese é de que a maior parte da atividade hidrolitica da
fosfatase acida esteja associada a atividade bibntica, o que explicaria a redugéo
significativa da sua atividade com a secagem ao ar. No caso da B-glicosidase e

arilsulfatase, ocorreria o0 oposto, com maior parte da atividade associada ao
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componente abidntico. Este componente, por ser mais estabilizado, seria menos
impactado por fatores ambientais tais como a secagem (Knight & Dick, 2004).

De acordo com Mendes et al. (2015), no rol de caracteristicas desejaveis para
a selecdo de bioindicadores que possam ser utilizados nas analises de rotina,
podem-se listar: precisdo, coeréncia, sensibilidade, simples determinacdo analitica,
estarem ligados a ciclagem da matéria organica do solo, ndo serem influenciados
pela aplicacdo de adubos e envolverem o uso de reagentes baratos e fora da lista de
controle do Exército. Além dessas caracteristicas, a inclusdo de aspectos tais como
adequacdo a amostragem apos a colheita das culturas e aos procedimentos
adotados no pré-tratamento das amostras de solo para as analises de fertilidade,
também deve ser levada em consideracdo. Nesse sentido, os resultados deste
estudo para viabilizacdo da amostra FERTBIO permitem vislumbrar a possibilidade
de que, em um futuro proximo, além dos atributos quimicos e fisicos, determinacdes
de atividade das enzimas B-glicosidase e arilsulfatase poderdo também fazer parte
das rotinas de analises de solo e de indices de qualidade de Latossolos argilosos da
regido do Cerrado.

A viabilidade da amostra FERTBIO em outros solos (por exemplo, os
Neossolos Quartzarénicos) e locais do Brasil, devera ser objeto de estudos futuros.
Conforme destacado por Mendes et al. (2015), a inclusdo dos atributos
microbiolégicos nas analises de rotina de solo serd mais um aliado para os
agricultores, incentivando aqueles que ja estdo adotando sistemas de manejo
conservacionistas e alertando os que usam sistemas de manejo que degradam o

solo.
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5. CONCLUSOES

1. A amostragem realizada na fase de pdés-colheita com secagem do solo ao ar
promoveu reducdes significativas na atividade das enzimas arilsulfatase, [3-
glicosidase e fosfatase acida, em comparacdo com a amostragem realizada na

fase de florescimento das culturas e com solo umido.

2. A mudanca na época de amostragem associada ao processo de secagem ao
ar nao alterou as relacdes das enzimas arilsulfatase, p-glicosidase e fosfatase

acida com COS e nem com o rendimento acumulado de gréos.

3. A amostragem pos-colheita/solo seco foi representativa das condi¢coes

verificadas na floragéo/solo umido.

4. A baixa variabilidade anual das enzimas arilsulfatase e B-glicosidase, nas duas
épocas de amostragem, € mais uma vantagem que facilita a sua ado¢cdo em
analises comerciais de solo como parametros indicadores do seu

biofuncionamento.
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CAPITULO 2:
TABELAS DE INTERPRETACAO PARA O CARBONO E NITROGENI O DA
BIOMASSA MICROBIANA E PARA AS ENZIMAS DESIDROGENASE

FOSFATASE ALCALINA, UREASE E FDA
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RESUMO

Para que os bioindicadores possam ser utilizados em analises de rotina de solo é
fundamental a identificacdo de atributos que apresentem sensibilidade as atividades
agropecuarias. Além disso, € necessario transpor a dificuldade existente na
interpretacdo dos valores individuais de cada parametro. Assim, o objetivo deste
capitulo foi desenvolver tabelas de interpretacdo para o carbono da biomassa
microbiana - CBM (determinado via combustdo em alta temperatura, em um
analisador de C organico), para o nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) e para
as atividades da urease, fosfatase alcalina, desidrogenase e hidrélise de diacetato
de fluoresceina (FDA). Para a geracao das tabelas de interpretacdo, as amostras de
solo foram coletadas, na profundidade de 0 a 10 cm, na fase de floracdo e apds a
colheita das culturas, usando o conceito FERTBIO (determinacdes microbiologicas
com solo seco). A variagao interanual desses bioindicadores nos anos de 2013 e
2015 também foi avaliada nas duas condi¢cdes de amostragem de solo: floragdo/solo
umido e poés-colheita/solo seco. O estudo foi conduzido em trés experimentos de
longa duragéo conduzidos em um Latososolo Vermelho de textura argilosa, em que
24 tratamentos foram selecionados por constituirem um gradiente de matéria
organica do solo e de rendimento acumulado de grédos de soja e de milho, em
funcéo de diferentes doses e modos de aplicacdo de fosforo. Os gradientes de RRA
e de COS influenciaram o CBM, a desidrogenase, a fosfatase alcalina e a urease,
possibilitando a delimitacdo de classes de suficiéncia. O NBM e a FDA nao foram
capazes de diferenciar os tratamentos e ndo tiveram suas variagbes associadas ao

RRA e ao COS, impossibilitando a delimitacdo de classes de suficiéncia. Com
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excecdo da urease, a amostragem realizada na pds-colheita/solo seco resultou em
reducdes nos niveis do NBM (49%), CBM (23%), desidrogenase (42%), fosfatase
alcalina (64%) e FDA (16%) quando comparados aos dados da floracao/solo amido.
Essas reducdes promoveram estreitamento na amplitude das classes de
interpretacdo baixo/adequado. A FDA foi o Unico parametro para o qual a
amostragem pos-colheita/solo seco nao foi representativa da amostragem
floracdo/solo Umido. Entre os bioindicadores avaliados neste capitulo, o CBM e a
desidrogenase foram os que apresentaram as melhores caracteristicas para o

monitoramento de areas agricolas ao longo do tempo.

Palavras-chave : Interpretacdo de bioindicadores, qualidade do solo, atividade

enzimatica, pré-tratamento do solo.
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ABSTRACT

Biological indicators must be sensitive to changes in soil management. In addition, it
is necessary to overcome problems related to the interpretation of the individual
values of these parameters. The aim of this chapter was to develop interpretation
tables for microbial biomass carbon - MBC (determined by combustion at high
temperature in an organic C analyzer), microbial biomass nitrogen (MBN) and for the
soil enzymes urease, alkaline phosphatase, dehydrogenase and for the fluorescein
diacetate hydrolysis (FDA) assay. During a two-year period (2013 and 2015), soil
samples (0 to 10 cm) were collected at the flowering and at the post-harvest stage, in
24 treatments from three long-term experiments. Samples were analyzed to
determine their enzyme activities and soil organic carbon (SOC) content. These
treatments presented a gradient of extractable Mehlich-P values and relative
cumulative corn and soybean yields (RCY). The relative cumulative yields (RCY) and
SOC gradients influenced MBC, dehydrogenase, alkaline phosphatase and urease,
allowing the delimitation of sufficiency classes. MBN and FDA were not able to
differentiate the treatments and did not have their variances associated with the RCY
and SOC, making it impossible to define sufficiency classes. With the exception of
urease, air-drying at the post harvest stage resulted in reductions in the MBN (49%),
MBC (23%), dehydrogenase (42%), alkaline phosphatase (64%) and FDA (16%)
when compared to the field-moist samples collected at the flowering stage. A
reduction in the range of low/adequate interpretation classes occurred as a
consequence of the air-drying. FDA was the only parameter for which the air-

dried/post-harvest sampling did not represent the field-moist/flowering stage. Among
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the bioindicators evaluated in this chapter, the MBC and dehydrogenase were those

with the best features for monitoring agricultural areas over time.

Key Words: Interpretation of bioindicators, soil quality, soil enzymes, soil pre-

treatment
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1. INTRODUCAO

Em recente analise de 57 trabalhos publicados no Brasil, no periodo de 2000
a 2014, abordando aspectos relacionados a biomassa e a atividade microbiana de
solos sob sistema de plantio direto (SPD), Mendes (2014) verificou que, por ainda
nao existir um consenso sobre um conjunto minimo de parametros microbiolégicos a
serem avaliados nesses estudos, a lista de parametros avaliados € bem ampla,
englobando 21 parametros. Também foi verificado que nédo existe padroniza¢cdo com
relacdo a profundidade de amostragem, a época de coleta de amostras e nem
guanto as metodologias usadas nessas determinacées. O carbono da biomassa
microbiana, a respiracdo basal (carbono prontamente mineralizavel), o nitrogénio da
biomassa e a atividade enzimatica foram o0s parametros mais avaliados,
aparecendo, respectivamente, em 46, 33, 21 e 16 publicacbes. A fosfatase acida é a
enzima mais estudada, aparecendo em 9 publicacdes, seguida pela urease, [3-
glicosidase e pela FDA, com 5 publicacbes cada, e pela desidrogenase, com 3
publicacdes.

A biomassa microbiana é a fracdo viva e mais ativa da matéria organica do
solo. Contém de 1% a 3% do carbono total do solo e de 3% a 5% do N total,
representando uma importante fonte e dreno de nutrientes para as plantas (Schloter
et al., 2003). O rapido retorno do N da biomassa microbiana (NBM) contribui no
processo de mineralizacdo e é considerado relevante para a manutencdo de
ecossistemas naturais (Jenkinson et al., 2004). No sul do Brasil, o NBM, juntamente
com o CBM (carbono da biomassa microbiana), tém sido bastante utilizados e

constituem-se em excelentes bioindicadores, capazes de detectar as diferencas
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entre 0 SPD e o sistema de plantio convencional - SPC (Franchini et al., 2007;
Pereira et al., 2007; Hungria et al., 2009; Silva et al., 2010; Babujia et al., 2010;
Souza et al., 2014). Na regidao do Cerrado, nem sempre o CBM tem sido capaz de
detectar diferencas entre o SPD e o SPC (D"Andréa et al. 2002; Souza et al. 2006;
Peixoto et al., 2010; Lourente et al., 2010; Silva et al., 2010). Estudos conduzidos na
regido do Cerrado, envolvendo determinacdes de NBM, tém verificado que quanto
mais conservacionista € o sistema, maior € o acumulo de N na superficie,
imobilizado na biomassa microbiana (Roscoe et al., 2000; Perez et al.,, 2005;
Figueiredo et al., 2007). Silva et al., (2007) verificaram interacdes significativas entre
culturas de cobertura e épocas de amostragem para o0 NBM, mas néo reportaram
diferencas entre o SPD e o SPC.

Outro atributo ligado ao ciclo do nitrogénio no solo, a urease € a enzima que
catalisa a hidrolise da ureia a CO, e NH3, sendo encontrada em microrganismos,
plantas e animais (Kandeler et al., 2011). Uma baixa atividade da urease pode
resultar em producdo de N-amoniacal em quantidades inferiores as exigéncias
nutricionais das plantas (Melo et al., 2010). Por outro lado, se a atividade da urease
for alta, ha r4pida formacédo de aménia, que pode ser perdida por volatilizacdo para a
atmosfera. Em é&reas agricolas, varios produtos tém sido testados como inibidores
de urease visando reduzir as perdas de NHs, entre eles, sais de metais como o Cu e
0 B e produtos organicos analogos da ureia, tais como o tiofosfato de N-(n-butil)
tiofosforico triamida — NBPT (Cantarella et al., 2008). No Brasil, maiores atividades
da urease tém sido reportadas em areas sob SPD em solos argilosos (Roscoe et al.
2000; Lanna et al. 2010; Garcia et al., 2012; Lisboa et al. 2012; Carneiro et al.

2013).
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As fosfomonoesterases séo as fosfatases mais estudadas nos solos, atuando
na hidrolise do P organico com posterior liberacdo de ortofosfato. Sao classificadas
como acidas e alcalinas, de acordo com seu pH 6timo de atuacdo (Acosta-Martinez
& Tabatabai, 2011). No solo, a predominéancia de atividade dessas enzimas esta
relacionada ao pH, sendo a fosfatase acida predominante nos solos acidos e a
fosfatase alcalina, em solos alcalinos (Eivazi & tabatai, 1977). Os microrganismos e
as plantas sao responsaveis pela producdo das fosfatases acidas, enquanto as
alcalinas parecem ser produzidas somente por microrganismos (Tabatabai, 1994).
No Brasil, Fernandes et al. (1998) verificaram a predominéncia da atividade da
fosfatase acida em Latossolos Roxo e Terra Roxa Estruturada e que as condicdes
de uso do solo influenciavam a atividade dessas enzimas.

A desidrogenase é uma oxidoredutase associada as células microbianas
vivas e que atua como catalizadora das reacfes de oxidacdo de compostos
organicos, removendo elétrons do hidrogénio (Medeiros et al., 2015). De acordo com
Bastida et al. (2006), o desempenho da desidrogenase quantifica a atividade
respiratéria do solo associada a atividade metabdlica dos microrganismos e é muito
susceptivel a alteracdes na comunidade microbiana do solo. No Brasil, Leite et al.
(2010) (em um Argissolo Vermelho-Amarelo, Jatoba, Piaui); e Vinhal-Freitas et al.
(2012) (em um Latossolo argiloso, Uberlandia, MG) reportaram maiores atividades
da desidrogenase em areas sob SPD, enquanto Bini et al. (2014) verificaram
maiores atividades em areas sob SPC (em um Nitossolo Vermelho eutroférrico,
antiga Terra Roxa Estruturada, Londrina, PR).

O ensaio de hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA) indica a atividade

hidrolitica do solo associada as lipases, esterases e proteases (Dick, 1994). O
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diacetato de fluoresceina € um composto nao-polar que se difunde facilmente pelas
membranas celulares, onde é hidrolisado, liberando a fluoresceina, que pode ser
quantificada por espectrometria. O diacetato de fluoresceina também pode ser
hidrolisado por enzimas extracelulares (Prosser et al., 2011). Conforme reportado
por Dick et al. (1994), até 1994, o uso do ensaio de FDA ainda havia sido pouco
testado e, na literatura, ajustes metodoldgicos foram propostos por Green et al.
(2006) e, mais recentemente, por Prosser et al. (2011). No Brasil, Carneiro et al.
(2013) verificaram maior hidrolise de FDA em solos sob vegetacdo nativa de
Cerrado, em estudos conduzidos em um Latossolo Vermelho e em um Neossolo
Quartzarénico, em Goias. Esses autores ndo observaram diferencas significativas
nos niveis de hidrolise de FDA em éareas sob SPD e SPC, conforme também
reportado por Green et al. (2007) (em Sete Lagoas, MG). Fernandes et al. (2011) e
Leite et al. (2010) reportaram maiores niveis de hidrolise de FDA em solos sob SPD,
em relacdo a areas sob SPC, em estudos conduzidos em Sergipe e no Piaui,
respectivamente.

Tendo em vista i) que ainda ndo ha um consenso, no Brasil, sobre o que seria
um conjunto minimo de indicadores bioldgicos de qualidade de solo (Mendes et al.,
2015) e, ii) a valiosa oportunidade oferecida pelos trés experimentos de longa
duracédo de manejo de adubacao fosfatada, na Embrapa Cerrados, de gerar tabelas
para bioindicadores, neste trabalho, é dada continuidade as pesquisas sobre
interpretacdo de indicadores microbiolégicos. O foco deste capitulo sdo alguns
indicadores microbianos que nédo foram contemplados no estudo de Lopes et al.
(2013), mas que tém sido utilizados nos estudo de microbiologia no Brasil: NBM e

atividade das enzimas urease, fosfatase alcalina, desidrogenase e hidrélise de FDA.
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O CBM também foi incluido, pois a metodologia de determinacao utilizada foi a de
combustdo em alta temperatura, em um analisador de C organico, diferente da
metodologia de oxidacdo umida utilizada no trabalho de Lopes et al. (2013). Para a
geracado das tabelas de interpretacdo, as amostras de solo foram coletadas na fase
de floracdo e apd6s a colheita das culturas, usando o conceito FERTBIO

(determinacdes microbiolégicas com solo seco).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. CARACTERIZACAO DAS AREAS EXPERIMENTAIS

O estudo foi realizado, em trés experimentos de longa duracao, localizados na
Embrapa Cerrados, em um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado. Os
delineamentos experimentais sao de blocos ao acaso com trés repeticbes. A
descricdo detalhada sobre o historico desses trés experimentos de longa duracgao foi
feita por Lopes et al. (2013). Nas safras 2012/2013 e 2014/2015, os trés
experimentos estavam sob o cultivo de milho. Foram utilizados os mesmos 24
tratamentos, descritos no estudo de Lopes et al. (2013) (Tabela 1). Neles, diferentes
doses e formas de aplicacdo de superfosfato triplo possibilitaram a criagdo de um
gradiente de fésforo extraivel, o qual gerou um gradiente de diferentes rendimentos
acumulados de graos de soja e de milho (RAG). Devido aos diferentes aportes de
biomassa da parte &rea e raizes das culturas, também foi estabelecido um gradiente

de matéria organica do solo.
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Tabela 1 - Descricdo dos 24 tratamentos selecionados dos experimentos I, Il e Ill e

valores acumulados dos diferentes rendimentos acumulados de grdos de soja e

milho (RAG).
Trat! [Zose (kg ha™ ano'l)' quo dNe Sistema de RAG
1° ano 2° ano em diante Aplicacéo Cultivo®
Experimento |
1 0 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 3490
2 80 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 7888
3 160 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 13916
4 240 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 18729
5 480 0 Lanco/Sulco SPC/MIL 31434
6 80 80 Sulco SPC/MIL 119928
79 240+80 80 Lanco/Sulco SPC/MIL 125776
8" 80 80 Sulco SPD/MIL 130902
Experimento Il
9 0 0 Sulco SPD/MUC 61929
10 50 50 Sulco SPD/MUC 117344
11 100 100 Sulco SPD/MUC 126000
12 0 0 Sulco SPD/MIL 61743
13 50 50 Sulco SPD/MIL 119670
14 100 100 Sulco SPD/MIL 124631
15 0 0 Sulco SPC/MIL 50623
16 50 50 Sulco SPC/MIL 114620
17 100 100 Sulco SPC/MIL 128623
Experimento 11|
18 0 0 Sulco SPD/MIL 5996
19 0 80 Sulco SPD/MIL 108717
20 240 0 Lanco/Sulco SPD/MIL 30684
21 240 80 Lanco/Sulco SPD/MIL 112729
22 0 40 Sulco SPD/MIL 85384
23 0 60 Sulco SPD/MIL 97659
24 0 80 Sulco SPD/MIL 64729

! Trat = Tratamento; > Dose de P,Os no primeiro ano aplicada a lanco; 3 Sistema de
Cultivo (SPC/MIL = sistema de preparo convencional com milheto como planta de

cobertura; SPD/MIL

sistema de plantio direto com milheto como planta de

cobertura; SPD/MUC = sistema de plantio direto com mucuna como planta de
cobertura); © Tratamentos que n&o recebem mais adubacdo desde a safra
2011/2012. ) Tratamento em que a adubacdo anual de 80 kg ha* de P,Os foi
iniciada na safra 2011/2012.
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A amostragem de solo foi realizada, na camada de 0 a 10 cm, utilizando-se
um trado holandés de 5 cm de diametro. Nas parcelas dos 24 tratamentos que
estavam sob cultivo de milho, foram coletadas 20 sub-amostras, sendo trés no
centro das linhas de plantio e 17 nas entrelinhas. As sub-amostras foram
homogeneizadas para a obtencdo de uma amostra composta por parcela. No total,
foram coletadas 72 amostras nos trés experimentos (24 tratamentos com 3
repeticdes). As amostras compostas de cada area foram homogeneizadas e
colocadas em sacos plasticos para serem transportadas ao laboratorio.

Areas adjacentes, sob vegetacdo nativa de Cerrado (Figura 1), foram
divididas em trés parcelas de 10 m x 10 m e vinte amostras de solo foram coletadas
ao acaso, dando origem a uma amostra composta em cada parcela (foram coletadas

amostras de quatro areas de Cerrado préximas aos experimentos analisados).

Figura 1 - Foto de uma das areas de Cerrado onde foram feitas as coletas de solo

sob vegetacdo nativa (esquerda) e furo deixado onde a coleta foi efetuada com
trado-holandés com 5 cm de diametro (direita).
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No laboratério, o solo coletado em janeiro, na fase de florescimento das
culturas (Figura 2), foi separado em duas por¢cdes, uma para analises quimicas e
outra para avaliacdo de parametros microbiologicos. A porcédo de solo destinada
para as analises microbiologicas foi peneirada em malha de 4 mm e acondicionada
em geladeira (temperatura entre 3 e 7° C) até o momento das analises, iniciadas, no
maximo, em uma semana ap0s a amostragem. A porcdo de solo destinada as
analises de fertilidade quimica de solo foi seca ao ar e peneirada em malha de 2 mm
(terra fina seca ao ar - TFSA).

O solo coletado na amostragem do fim do periodo chuvoso (Figura 2) foi seco
ao ar por 15 dias e peneirado em malha de 2 mm (p6s-colheita/solo seco, utilizando
o conceito FERTBIO). Nesses dois conjuntos de amostras (floracdo/solo umido e
pos-colheita/solo seco), foram realizadas determinacdes de CBM e NBM e de

atividade das enzimas desidrogenase, urease, fosfatase alcalina e hidrolise de FDA.

Figura 2 — Fotos realizadas durante as coletas de solo na floracdo (esquerda) e pos-

colheita do milho (direita).
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2.3. ANALISES BIOLOGICAS E QUIMICAS

2.3.1. Carbono e Nitrogénio da biomassa microbiana  (CBM e NBM)

Para a estimativa do CBM e do NBM do solo, foi utilizado o método
cloroférmio-fumigacao-extracdo (CFE), proposto por Vance et al. (1987). Para cada
amostra, foram utilizadas trés repeticbes fumigadas (F) e trés repeticbes néao-
fumigadas (NF). Para as amostras coletadas na fase de floracdo, apds a coleta no
campo, o teor de umidade das amostras, contendo 20 g de solo, foi elevado a 70%
da capacidade de campo, quando necessario. Para as amostras coletadas na fase
de pos-colheita, apds a secagem ao ar, foi feito o re-umedecimento das amostras
para as determinacdes de CBM e NBM (70% da capacidade de campo). Apds a
adicdo de agua, tanto as amostras coletadas na floracdo como as da pdés-colheita
foram pré-incubadas, no escuro e a temperatura ambiente, por um periodo de sete
dias. A pré-incubacdo é recomendada para eliminar interferéncias relacionadas ao
peneiramento, re-umedecimento e limpeza do solo (Sparling et al., 1985). No sexto
dia de pré-incubacdo, metade das amostras foi fumigada por 48 horas em um
dessecador contendo uma placa de Petri com 25 ml de cloroférmio livre de alcool.
Durante este periodo, as amostras nao-fumigadas foram mantidas a temperatura
ambiente. O carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana do solo foram extraidos
pela adicéo de 50 ml de uma solucéo de sulfato de potéassio (K,SO4 - 0,5 mol L™) as
amostras de solo, que, em seguida, foram submetidas a agitacdo horizontal (150
rpm) por 40 minutos. Apés a filtragem das amostras com o papel filtro Whatman n.°
2, foi efetuada a leitura de uma aliquota de 200 pul em um analisador de carbono

organico total (TOC) e nitrogénio (N) modelo Vario TOC cube Elementar (Elementar
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Analysensysteme GmbH) com detector de infravermelho préximo. O CBM e o NBM
foram determinados pela diferenca entre o carbono e o nitrogénio extraidos das
amostras de solo fumigadas e nao fumigadas. Foram utilizados os fatores de
correcdo (Kec) de 0,35 (Voroney et al., 1991) e de 0,54 (Brookes et al., 1985) para
os calculos do CBM e do NBM, respectivamente. Os resultados dessas

determinacées foram expressos em mg C e N kg™ de solo.

2.3.2. Atividade da enzima urease

A atividade da enzima urease foi estimada de acordo com Tabatabai (1994),
com base na determinacdo do amoénio liberado quando 5 g de solo sdo incubados a
37° C, por duas horas, em 9 ml de uma solug¢do tamponada (THAM 0,1 M, pH 9,0)
contendo 1 ml de solucédo de ureia (0,2 M). Para cada amostra, utilizaram-se duas
repeticdes analiticas mais um controle, onde a solucdo de ureia s6 foi adicionada
apos o periodo de incubacdo. Apos esse periodo, foi efetuada a extracdo com
auxilio de uma solucdo KCI - Ag,SO,4. O amobnio liberado foi determinado a partir da
destilacdo a vapor (Bremner & Keeney, 1965). Em um frasco de destilagdo, foram
adicionados 20 ml do extrato contendo o aménio e 0,2 g de 6xido de magnésio. Na
saida do condensador, cerca de 25 ml foram coletados em um erlenmeyer contendo
5 ml de solucéo indicadora de &cido bdérico. O amdnio foi determinado a partir da
titulacdo do destilado com uma solu¢cdo de &cido sulftrico (0,0025 M) até a
coloracdo mudar de verde para um tom de rosa fraco permanente (Keeney &

Nelson, 1982). Os valores de atividade foram expressos em pg de NH;* g™ solo h™.
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A determinacdo da urease foi efetuada apenas com as amostras coletadas no ano

de 2013.

2.3.3. Atividade da enzima desidrogenase

A atividade da enzima desidrogenase foi determinada de acordo com Casida
(1964) e Frighetto (2000) baseando-se na determinacao colorimétrica da reducéo do
trifeniltetrazolio (TTC), pela acdo de enzimas desidrogenase, formando
trifenilformazan (TPF), um precipitado vermelho solivel em metanol. Para isso, 20 g
de solo foram misturados a 0,2 g de CaCO; e, em seguida, foram adicionados, a 3
tubos Falcon, com capacidade para 50 ml cada, 5 g dessa mistura a cada tubo. Em
seguida, foram adicionados 5 ml de uma solucdo TTC 1,5% a cada tubo. Para
extracdo do TPF, apoés incubacédo a 37° C em banho-maria por 24 horas, cada tubo
recebeu 10 ml de metanol. Os tubos foram agitados, com auxilio de vortex, e
deixados em repouso para decantacdo do solo. Em seguida, o sobrenadante foi
coletado, com auxilio de pipeta, e passado por filtro de papel Whatman n° 2. A
extracdo com metanol foi feita duas vezes em cada tubo. Para cada amostra,
utilizaram-se trés repeti¢cdes analiticas. Utilizou-se uma curva padréo preparada com
as concentracdes conhecidas de TPF (3, 9, 15, 21 e 27 ppm) para determinagéo da
guantidade de TPF liberado das amostras. Os valores de atividade foram expressos

em mg TPF kg™ solo 24 h™.
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2.3.4. Atividade da enzima fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi determinada de acordo com
Tabatabai (1994), baseando-se na determinagcdo colorimétrica do p-nitrofenol
liberado por essa enzima quando o solo € incubado com uma solucao tamponada de
substrato especifico. Amostras de solo de 1 g foram colocadas em erlenmeyers de
50 ml, em seguida, foram adicionados 4 ml de uma solu¢cdo MUB (pH 11) e 1 ml de
p-nitrofenil fosfato (PNF 0,05 mol L), exceto aos controles. Os erlenmeyers foram
fechados e, apos 1 hora de incubacgéo a 37° C, foram adicionados 1 ml de CacCl, (0,5
mol L) e 4 ml de solugdo NaOH (0,5 mol L) a todos os frascos e 1 ml de PNF
somente aos controles. Em seguida, os frascos foram agitados manualmente e,
apos a filtragem, a intensidade da coloracdo amarela foi determinada com a
utilizagdo de um espectrofotdmetro. Para cada amostra, utilizaram-se duas
repeticdes analiticas mais um controle. Utilizou-se uma curva padréo preparada com
as concentracdes conhecidas de p-nitrofenol (0, 10, 20, 30, 40 e 50 ug de p-
nitrofenol ml™?) para determinacdo da quantidade de p-nitrofenol liberada das

amostras. Os valores de atividade foram expressos em pg p-nitrofenol h™* g* solo.

2.3.5. Atividade enzimatica total (FDA)

A atividade enzimatica total (lipases, celulases e esterases) foi avaliada
através do ensaio de hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA), conforme descrito

por Green et al. (2006), com as modificacbes propostas por Prosser et al. (2011)
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(envolvendo o uso de THAM ao invés de tampao fosfato). Para isso, 1 g de solo foi
adicionado a erlenmeyers de 125 ml com 50 ml de tampéo THAM (0,1 M, pH 7,6) a
cada amostra, inclusive aos controles. Em seguida, foram adicionados 0,5 ml de
solucdo FDA (4,9 mM) a todas as amostras, exceto aos controles, onde foi
adicionado 0,5 ml de acetona. Ap6s 3 horas de incubacdo a 37° C, foram
adicionados 2 ml de acetona a todos os frascos (inclusive aos controles) e 0,5 ml de
solucdo FDA somente aos controles. Em seguida, todas as amostras foram
passadas por papel filtro Whatman n° 2 e submetidas a leitura em
espectrofotometro. Para cada amostra, utilizaram-se duas repeticdes analiticas mais
um controle. Utilizou-se uma curva padrdo preparada com as concentracbes
conhecidas de fluoresceina (0, 0,03, 0,10, 0,30, e 0,50 mg de fluoresceina) para
determinacdo da quantidade de fluoresceina liberada das amostras. Os valores de

atividade foram expressos em mg de fluoresceina kg™ solo seco 3 h™.

2.3.6. Carbono orgéanico do solo (COS)

A matéria organica do solo foi determinada pela oxidacdo via Uumida com
dicromato de potassio em meio sulfarico, seguida da titulacdo com sulfato ferroso
amoniacal (Walkley & Black, 1934) e calculada de acordo com Jackson (1970).
Nesse célculo, ndo foi utilizado o fator de correcdo para carbono total (fator de 1,3),
conforme proposto por Walkley (1947), por isso, essa determinacdo foi denominada
matéria orgéanica facilmente oxidavel (Jackson, 1970). O carbono organico do solo

(COS) foi calculado dividindo-se o teor de matéria organica por 1,724.
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2.4. ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar a distribuicdo dos dados obtidos nas duas amostragens
(floracao/solo umido, poés-colheita/solo seco) foram construidos graficos do tipo
“boxplot” contendo as meédias, medianas, valores de maxima e minima, e 0s
primeiros e terceiros quartis.

Andlises de regressdo foram utilizadas para comparar as amostragens:
floracdo/solo umido x pos-colheita/solo seco ao ar (amostra FERTBIO). Nessas
analises, o solo seco ao ar sempre foi a variavel dependente. Com os dados obtidos
em 2013 e 2015, modelos de regressdo foram ajustados utilizando o pacote
estatistico SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA). O teste estatistico ndo paramétrico
de Wilcoxon signed-rank test foi utilizado para comparar as amostragens
floracdo/solo umido x pés-colheita/solo seco.

Para o conjunto de amostras floragdo/solo umido e pds-colheita/solo seco
(FERTBIO), os dados de CBM, NBM e de atividade enzimatica obtidos em 2013 e
2015, em cada um dos trés experimentos de campo, foram submetidos a uma
analise de variancia para blocos ao acaso usando o PROC GLM do SAS. Em cada
experimento, os efeitos dos tratamentos foram separados usando o Teste de
Duncan (P = 0,05). Todos os requisitos para a analise de variancia foram verificados.

O efeito da variabilidade anual (2013 e 2015), nas amostragens realizadas
nas fases de floracdo e de pos-colheita/solo seco (FERTBIO), foi determinado por
meio de uma analise de componentes de variancia. As fontes de variagdo foram:
tratamentos, anos e a interacdo ano x tratamento. O objetivo dessa analise foi

determinar, em cada amostragem (floracdo/solo umido e pds-colheita/solo seco), as
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fontes de variacdo que mais influenciaram a variancia dos parametros avaliados
(CBM, NBM, urease, desidrogenase, fosfatase alcalina e FDA). A urease nao foi
incluida nessa analise porque foi avaliada apenas em 2013.

As relacdes entre o COS e o rendimento relativo acumulado de graos (RRA),
e entre esses e o0s atributos microbiologicos (CBM, NBM, urease, desidrogenase,
fosfatase alcalina e FDA) foram determinadas por meio de analises de regressao. As
equacdes e os coeficientes de determinacéo (R?), bem como a significancia dos
parametros dos modelos, foram obtidos com auxilio do programa SAS versao 9.1. O
RRA é o rendimento de gréos acumulado relativizado em funcédo da maior producéo
acumulada obtida em cada experimento. A opc¢ao de uso do RRA deve-se ao fato de
que os trés experimentos possuem diferentes rotacdes (sucessodes) de culturas e
tempos de estabelecimento (22 anos — Experimento |; 17 anos — Experimentos Il e
[ll), permitindo reunir, em uma unica base de dados, os resultados obtidos nessas

diferentes condi¢des (Danke & Olson, 1990).

2.5. INTERPRETACAO DOS ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS

Para realizar a interpretacdo dos valores dos bioindicadores, foram utilizadas
as duas estratégias propostas por Lopes et al. (2013). A primeira € baseada nas
relacdes entre os atributos microbioldégicos com o RRA. A partir dos modelos de
melhores ajustes para cada variavel, foi assumido como nivel critico (NC) o valor do
bioindicador capaz de propiciar 80% do RRA méaximo, considerando este valor como
a producdo de maxima eficiéncia econbmica. Para facilitar a interpretacdo dos

resultados, foram definidas trés classes (baixa, média, adequada) de acordo com 0s
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respectivos valores de RRA: < 40% baixo, 41-80% meédio e > 81% adequado.
Embora esta divisdo em classes seja subjetiva, nos estudos para diagnostico de
fertilidade de solo, elas estdo associadas a uma probabilidade de resposta
econdmica decrescente a fertilizac&o.

A segunda estratégia para a interpretacdo dos bioindicadores é baseada nos
valores de COS. Com base na relacdo entre o RRA e o COS, gera-se inicialmente
um nivel critico (NC) para o COS (equivalente a 80% do RRA) e a seguir, definem-se
as classes de interpretacéo para o COS em funcdo do RRA (< 40% baixo, 61-80%
meédio, > 81% adequado). A partir das classes obtidas para os teores de COS, foram
obtidos valores correspondentes para os bioindicadores com base nas relacoes

entre estes e o COS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CBM, NBM, DESIDROGENASE, FOSFATASE ALCALINA, UREASE E FDA EM

SOLOS CULTIVADOS E AREAS DE CERRADO

Andlises de ranqueamento (Tabelas 2, 3 e 4) foram conduzidas, para cada
um dos trés experimentos, nos dois anos do estudo (2013 e 2015) e em cada época
de avaliagdo (floragédo/solo umido e pos-colheita/solo seco). A diferenciacao entre os
tratamentos foi mais evidente nos experimentos 1 e 3, pois estes concentram
tratamentos com grande variagéo no rendimento de gréos (3.490 a 130.902 kg ha™)
e COS (11,45 a 19,31 g kg*). De maneira geral, nestes dois experimentos, 0s

tratamentos com maiores RRA e COS foram 0s que apresentaram maiores niveis de
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CBM e de atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase alcalina e urease. Nestes
dois experimentos, onde co-existem extremos de produtividade, nem sempre o NBM
e 0 ensaio de hidrélise da FDA foram capazes de diferenciar os tratamentos,
independente do ano e da época de amostragem.

No experimento 2, onde as amplitudes do rendimento de grédos (50.623 a
128.623 kg) e de COS (15,8 a 17,86 g kg) dos tratamentos sdo mais estreitas, os
tratamentos sob SPD Milheto, adubados anualmente com 50 e 100 kg de P,Os,
apresentaram 0s maiores niveis de CBM e atividade enzimatica, tanto na
floracdo/solo Umido como na pés-colheita/solo seco. Em contrapartida, 0s
tratamentos sob SPC milheto apresentaram os menores niveis de CBM (todas as
épocas) e NBM (apenas floracdo solo imido/2015), bem como os menores niveis de
desidrogenase (com excecao pos-colheita solo seco de 2013) e urease (pés-colheita
solo seco). O ensaio de hidrdlise de FDA nao diferenciou os tratamentos desse
experimento em nenhuma das avalia¢des realizadas.

No Brasil, varios trabalhos na literatura reportam aumentos no carbono e
nitrogénio da biomassa microbiana (Perez et al. 2005; Franchini et al.,, 2007;
Figueiredo et al. 2007; Pereira et al., 2007; Hungria et al., 2009; Silva et al., 2010),
nas atividades da desidrogenase (Vinhal-Freitas et al. 2012; Bini et al. 2014), urease
(Roscoe et al. 2000; Lanna et al. 2010; Lisboa et al. 2012) e fosfatase alcalina
(Vinhal-Freitas et al., 2012) em areas sob SPD. Esses aumentos estdo relacionados
a preservagdo das relagbes construidas no solo com o tempo de cultivo nesse
sistema, que decorrem da minimizacdo do grau e da intensidade de revolvimento do
solo, do manejo da palhada e da diversidade biolégica. Com relacdo ao ensaio de

hidrélise de FDA, Green et al. (2007), utilizando metodologia semelhante & do
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presente estudo, também verificaram que esse ensaio ndo diferenciou tratamentos
sob SPD e SPC. A auséncia de diferencas entre o SPD e o SPC, com 0 uso do
ensaio de FDA, também foi reportada por Carneiro et al. (2013), que usaram a
metodologia proposta por Schnurer & Roswall (1982).

Com base nos dados da amostragem realizada na floracdo/solo umido, onde
as diferencas entre os tratamentos sdo potencializadas, e tomando como referéncia
os tratamentos de alta produtividade, com RRA superior a 70.000 kg ha™
(tratamentos 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19, 21, 22 e 23), houve, em relacédo as
areas nativas, sob vegetacdo de Cerrado, reducdes médias nos teores de CBM
(46%), NBM (62%) e nas atividades da desidrogenase (40%), urease (68%),
hidrolise da FDA (28%) e fosfatase alcalina (10%). Essas reducfes também foram
verificadas na amostragem pods-colheita/solo seco: CBM (53%), NBM (72%),
atividade da desidrogenase (41%), urease (48%), hidrolise da FDA (18%) e
fosfatase alcalina (40%).

Varios trabalhos na literatura relatam redugfes na biomassa microbiana e na
atividade de algumas enzimas do solo apdés a conversdo de solos sob vegetacao
nativa de Cerrado para agricultura (Maciel et al., 1996; Mendes et al.,, 1999;
Matsuoka et al, 2003; Mercante et al.; 2000; Perez et al. 2005; Green et al.; 2007;
Frazao et al., 2010; Peixoto et al., 2010; Silva et al.; 2010; Garcia & Nahas, 2012;
Carneiro et al.,, 2013). Essa redugcdo esta associada a ruptura do equilibrio
microbiolégico no solo, causada pela remogcdo da vegetacdo nativa, revolvimento
fisico e mudangas no ambiente quimico, ap0s a calagem e adubacdo. Além da
reducdo nos teores de biomassa microbiana, as mudancgas provocadas no ambiente

solo, em funcgéo da qualidade e da quantidade dos residuos vegetais retornados ao
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solo, também explicam as reducdes nos niveis de atividade das enzimas avaliadas
nesse estudo (desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e FDA). Com relacdo aos
dados de CBM, cabe destacar que, em algumas condi¢des especificas, excecdes
tém sido reportadas, onde areas sob vegetacédo nativa apresentam CBM inferior ao
de areas cultivadas sob SPD (ex: no Piaui: Matias et al., 2009; Leite et al., 2010; e
em solos arenosos, Carneiro et al., 2009).

Nesses experimentos de longa duracao, verifica-se que, nos tratamentos de
alta produtividade, as reducdes expressivas, observadas principalmente nos teores
de biomassa microbiana e nos niveis de atividade das enzimas desidrogenase e
urease, persistiram mesmo apos 21 anos de estabelecimento do SPD (conforme
verificado no tratamento 8, do experimento 1). A permanéncia dessas reducdes ao
longo do tempo reforca a idéia de que os teores/niveis encontrados em ambientes
em equilibrio, como as areas nativas de Cerrrado, ndo sdo alvos realisticos para
areas agricolas (Mendes et al., 2015). Por essa razdo, o uso de areas sob
vegetacdo nativa como critério de referéncia de qualidade do solo tem sido
questionado (Araujo et al., 2007; Lopes et al., 2013), reforcando a importancia do

uso de tabelas de interpretacdo geradas a partir de areas agricolas.
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Tabela 2 - Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana (mg kg™ solo), em um

Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado, na camada de 0 - 10 cm, em amostras

coletadas em 2013 e 2015 nas fases floracdo/solo umido e pds-colheita/solo seco.

Florag&o/solo umido

Pdés-colheita/solo seco

Tratamentos CBM NBM CBM NBM
2013 2015 2013 2015 2013 2015 2013 2015
1 109¢ 211cd 7,1 23,2bcd 51c 127c¢ nd 8,1
2 122c¢ 188 d 7,1 14,8d 76 bc 147c nd 22,2
3 162c 240cd 12,8 22,0cd 106 b 170c nd 13,5
4 149¢ 224cd 7,8 29,1bc 91 bc 157c nd 14,4
5 154c 258 ¢ 9,7 31,4b 102 b 173c nd 9,9
6 381a 358b 20,4 38,1b 228 a 311b nd 16,2
7 297b 368b 32,4 37,4bc 234 a 279 nd 25,2
8 389a 559a 23,5 62,5a 256 a 506a nd 22,0
CV(%) 17 11 59ns 25 16 17 68ns
9 308de 414ab 18,7 45,5bcd 205d 284cde  3,2b 26,3
10 328cd 436ab 25,4 49,0bcd 241cd 346bcd 3,8b 22,1
11 340cd 467ab 26,1 44,7bcd 236cd 365abc  6,1b 26,3
12 370bc  476ab 23,5 54,4abc 278bc 372abc 10,4b 30,1
13 406b 529a 30,0 60,7ab  294ab  422ab 13,0b 20,2
14 469a 563a 32,6 70,0a 332a 449a 11,6b 19,5
15 237f 310b 20,7 30,2d 211d 262de  8,8b 23,8
16 280e 304b 24,7 33,5cd 197d 249e 8,7b 21,6
17 308de 451ab 23,8 56,6ab 334a  298cde 25,4a 28,0
CV (%) 7 20 22ns 24 9 15 65 38 ns
18 144d 246b 12,2 17,7b 138d 193b 5,2 11,2d
19 377ab  450a 30,2 48,5a 291a 385a 11,4 24, 7bcd
20 218cd  308b 19,1 20,2b 215c 223b 11,3 19,0d
21 429a 516a 30,8 53,7a 297a 441a 15,6 24,3cd
22 384ab 512a 29,6 50,4a 288ab 365a 16,1 37,0a
23 457a 509a 34,6 54,3a 246bc 431a 12,7 35,8ab
24 304bc  435a 36,6 46,3a 256abc 417a 11,4 33,2abc
CV(%) 15,4 13,3  44ns 19 9 16 28ns 20
Cerrado 1 642 674 59,8 68,9 388 675 25,4 61,5
Cerrado 2 618 683 47,8 72,8 518 739 50,1 99,3
Cerrado 3 848 853 56,0 108,6 625 885 39,5 105,3
Cerrado 4 795 855 55,7 105,9 639 922 35,4 125,3
Média Cerrado 726 766 54,8 89,0 543 805 37,6 97,9

Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, néo diferiram entre si pelo teste
de Duncan (p < 0,05). nd =Valores negativos de NBM.
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Tabela 3 - Atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase alcalina, FDA e urease

em um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado, na camada de 0-10 cm, em

amostras coletadas em 2013 e 2015, na fase de floracdo/solo umido.

Tratamentos Desidrogenase Fosfatase Alcalina FDA Urease
2013 2015 2013 2015 2013 2015 2013
1 16¢ 11c 102c 129d 229 150b 2d
2 20c 13c 103c 166¢cd 244 133b 4bcd
3 18c 13c 110c 162cd 244 85b 4bcd
4 25¢ 15c¢ 91c 198c 307 124b 3,6¢cd
5 25c¢ 22¢c 118c 134d 295 162b 2.,6d
6 75b 55b 257a 325b 469 151b  7,1abc
7 69b 49b 188b 299b 368 211ab  7,7ab
8 105a 77a 245a 428a 302 291a 10,3a
CV (%) 20 37 18 15 28 ns 40 37
9 84b 60ab 207¢ef 184d 293 179 7,4c
10 90ab 6lab 246de 270bcd 282 251 9,2bc
11 95ab 62ab 214ef 301abc 323 195 7,7c
12 90ab 67a 298bc 354ab 314 246 11,5bc
13 96ab 62ab 365a 373a 382 203 13,4ab
14 110a 62ab 335ab 319abc 413 297 17,8a
15 50c 31c 180f 227cd 354 209 9,6bc
16 58c 36¢c 309bc 263bcd 301 186 10,0bc
17 62c 44bc 271cd 236¢d 355 196 9,0bc
CV(%) 14 18 10 18,5 20ns  39ns 26
18 32d 22d 76¢C 82c 245c¢ 274 4d
19 114b 66b 232b 245a 439ab 326 16ab
20 61c 38c 106¢ 160bc 341b 263 8c
21 131ab 69b 302a 205a 458a 346 16ab
22 127ab 79ab 211b 214ab 405ab 347 17a
23 145a 84a 291a 268a 395ab 381 14ab
24 78¢c 66b 218b 223a 405ab 357 13b
CV(%) 16 13 12 16 14 27 ns 13
Cerrado 1 147 97 176 182 503 357 32
Cerrado 2 144 97 224 307 488 348 35
Cerrado 3 164 121 331 487 474 330 45
Cerrado 4 179 122 368 422 511 489 38
Média 159 109 275 350 494 381 38
Cerrado

Desidrogenase = mg de TPF kg™ solo h?, fosfatase alcalina= pg de p-nitrofenol g’

1

solo h™, FDA = mg de fluoresceina kg™ solo h™ e urease = pg de NH." kg™ solo h™.
Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, néo diferiram entre si pelo teste
de Duncan (p < 0,05).
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Tabela 4 - Atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase alcalina, FDA e urease

em um Latossolo Vermelho argiloso de Cerrado, na camada de 0-10 cm, em

amostras coletadas em 2013 e 2015, na fase de pés-colheita/solo seco.

Desidrogenase Fosfatase Alcalina FDA Urease
Tratamentos 5513 5015 2013 2015 2013 2015 2013
1 13b 6¢C 47cd 53d 204  151b 5,2b
2 15b 7c 51bcd 63cd 180 218ab 3,8b
3 17b 7c 50bcd 65cd 199 208b 4,7b
4 18b 8c 59bcd 74cd 161 241ab 4,7b
5 20b 7c 42d 55d 167 229ab 4,6b
6 39a 37b 70ab 97bc 179 297a 9,7a
7 37a 29b 68bc 124b 214  302a 9,4a
8 42a 54a 89a 208a 234 283a 11,2a
CV(%) 28 34 21 19 22ns 21 26
9 48 37bc 55¢ 83bc 240 289 12,6bc
10 41 37bc 68abc 139a 250 238 11,1cd
11 40 39bc 65bc 110ab 200 263 13,5bc
12 39 36bc 72abc 126ab 220 256 18,2a
13 44 51ab 85a 119ab 217 227 16,2ab
14 44 57a 83ab 121ab 218 262 16,2ab
15 34 20d 56¢ 59c 235 233 8,3d
16 36 3lcd 80ab 109ab 183 269 7,7d
17 42 41bc 68abc 80bc 226 286 7,2d
CV(%) 12ns 21 15 25 16ns 10ns 17
18 25b 9b 44 48c 236  223d 8b
19 56a 59a 59 10l1a 214  278cd 16a
20 42a 13b 50 59cd 256  249cd 11lab
21 45a 58a 61 115a 210 263cd 15a
22 45a 58a 61 89ab 250 373ab 16a
23 49a 62a 62 126a 249 313bc 15a
24 48a 57a 62 110a 232 377a 16a
CV(%) 20 15ns 16 ns 23 9ns 11,4 18,5
Cerrado 1 61 74 83 122 240 337 22
Cerrado 2 66 92 94 175 268 314 22
Cerrado 3 69 103 119 243 270 364 26
Cerrado 4 64 91 171 262 308 367 27
Medias 65 90 117 201 272 346 24
Cerrado

Desidrogenase = mg de TPF kg™ solo h™, fosfatase alcalina= pg de p-nitrofenol g*
solo h™, FDA = mg de fluoresceina kg™ solo h™ e urease = pg de NH." kg™ solo h™.
Valores seguidos pelas mesmas letras, na coluna, néo diferiram entre si pelo teste
de Duncan (p < 0,05).
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3.2. TABELAS DE INTERPRETACAO: FLORACAO/SOLO UMIDO E POS-

COLHEITA/SOLO SECO

A estratégia proposta por Lopes et al., (2013) foi utilizada neste trabalho para
gerar tabelas de interpretacdo para o CBM (usando o analisador de C orgéanico),
NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e FDA. Para cada época de
amostragem (floracdo/solo umido e pés-colheita/solo seco), foram determinadas as
relac6es desses bioindicadores com o RRA (Figuras 3 e 5) e com o COS (Figuras 4
e 6).

Na amostragem realizada na floracao/solo umido (Figuras 3 e 4), modelos
quadraticos foram ajustados para as relacdes da desidrogenase e urease com 0O
RRA e com o COS. Para as relacdes do COS e do RRA com o CBM e o0 ensaio de
FDA, foram ajustados modelos lineares. Modelos quadraticos foram ajustados para
as relacbes do NBM e da fosfatase alcalina com o RRA, enquanto que para as
relacdes com o COS, os ajustes foram lineares. Os coeficientes de determinagao
(R? variaram entre 0,61 e 0,76 para o CBM, urease, desidrogenase e fosfatase
alcalina (Figuras 3 e 4). Embora significativos, valores baixos de R? foram
observados para o NBM (0,48 e 0,46 para as relacdes com o0 RRA e o COS,
respectivamente) e para o ensaio de FDA (0,21 e 0,28, para as relagcdes com 0 RRA
e 0 COS, respectivamente) evidenciando que o RRA e o COS néo foram fatores

determinantes para as variagdes desses atributos.
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Figura 3 - Relacdes entre o CBM, NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e
FDA com o RRA determinadas na fase floragdo/solo umido. Os pontos representam
a média dos 24 tratamentos em 2013 e 2015. ***Significativo a P < 0,001. Ns = ndo
significativo.
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Nas amostragens realizadas na fase de pds-colheita/solo seco, com excecao
da desidrogenase, para todos os demais parametros avaliados, houve uma piora no
ajuste dos modelos, com reducdo no coeficiente R? em relacdo a fase de
florescimento/solo Umido. Parametros como o NBM e o FDA, que apresentaram
valores baixos de R? na florac&o, ndo apresentaram nenhuma relagéo com o RRA e
com COS, na pos-colheita/solo seco (NBM com base nos dados dos experimentos 2
e 3). O CBM novamente apresentou relacées lineares significativas com o RRA (R?
= 0,54) e 0 COS (R? = 0,40). Modelos quadraticos foram ajustados para as relacées
da desidrogenase e da urease com o0 RRA e com o COS, com coeficientes de
determinacdo (R?) variando entre 0,52 e 0,78 (Figuras 5 e 6). Para as relacdes da
fosfatase alcalina com o RRA, foi ajustado um modelo quadratico (R* = 0,44),
enquanto que, para as relagdes com o COS (R? = 0,20), o ajuste foi linear.

A Figura 7 mostra claramente que, nestes trés experimentos de longa
duracdo, o aumento no rendimento de grdos, com consequente aumento na
guantidade de residuos retornados ao solo pelas culturas - em resposta a diferentes
doses e formas de aplicacdo do fertilizante fosfatado super triplo - favoreceu, ao
longo do tempo, a formacdo de um gradiente de COS. No presente estudo (Figuras
3 a 6), esse gradiente de COS, além do CBM (conforme também observado por
Lopes et al., 2013), influenciou a atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase
alcalina e urease. Foram excecdes os dados de NBM e de hidrélise de FDA. Na
amostragem floracao/solo umido, esses dois parametros ndo apresentaram relacdes
robustas com o0 RRA e com o COS (Figuras 3 e 4). Na amostragem poés-colheita/solo
seco, a auséncia de relacdbes do NBM e do FDA com o RRA e com o COS

impossibilitou a delimitacédo de classes de suficiéncia.
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Figura 5 - Relacbes entre o0 CBM, NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e
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representam a média dos 24 tratamentos em 2013 e 2015. ***Significativo a P <

0,001. Ns = néo significativo.
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Na literatura, os estudos que mostram relagcdes entre 0s parametros
microbiolégicos, a matéria organica e o rendimento de grdos das culturas sao
variaveis, mostrando tendéncias de relagcbes positivas (Dick et al., 1988; Nayyar et
al., 2009; Hungria et al. 2009; Lopes et al. 2013; Lupwayi et al., 2015) e também
auséncia de relacdes (Baldiane et al., 2001). Essas observa¢cdes também se aplicam
ao caso das relacbes do COS com o NBM ou com a hidrélise de FDA que, no
presente estudo, foram o0s Unicos parametros que ndo apresentaram relacbes
robustas com o COS e o RRA. Nos estudos de Tokuda & Hayatsu (2002), Santos et
al. (2004) e Bowles et al. (2014), o NBM néo foi significativamente relacionado ao
COS. Por outro lado, Roscoe et al. (2000); Pereira et al. (2007) e Gajda et al. (2013)
verificaram relacfes significativas entre o COS e o NBM. Grande parte dessas
respostas contraditorias pode ser atribuida as particularidades de cada estudo, tais
como condi¢cfes edafoclimaticas e tratamentos avaliados. Com relacdo ao ensaio de
hidrolise de FDA, Green et al. (2007) e Carneiro et al. (2013) ndo observaram
relacdes entre a hidrélise do FDA com o COS, enquanto Fernandes et al. (2011) e
Gajda et al. (2013) verificaram relacdes significativas entre a hidrélise de FDA e o
COS. Cabe destacar que, no estudo de Green et al. (2007), foi utilizada uma
metodologia semelhante a do presente estudo e, nos demais estudos, metodologias
distintas. Dessa forma, conforme ja mencionado, além dos aspectos relacionados as
particularidades de cada estudo, no caso do ensaio da hidrélise da FDA, também
ndo se pode excluir a possibilidade de que outros métodos de determinacdo de
hidrélise do FDA pudessem ter detectado essas relacdes.

Como o CBM e a atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase alcalina e

urease foram relacionados com o RRA e com o COS, por meio das analises de
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regressao apresentadas nas Figuras 3 a 6, realizou-se a delimitacdo de classes de
suficiéncia para cada um desses parametros em funcdo do RRA e do COS. Foram
utilizados os critérios propostos por Lopes et al. (2013): < 40%: baixo; de 41% a
80%: moderado e > 80%: adequado. Assim, foram construidas tabelas de
interpretacdo para o CBM, desidrogenase, fosfatase alcalina e urease utilizando
amostras de solo coletadas tanto na fase de floracdo/solo umido (Tabela 5), como
na fase de pos-colheita/solo seco (Tabela 6), usando o conceito de amostra
FERTBIO.

Para a interpretacdo desses bioindicadores em funcéo do COS, inicialmente
foram definidos niveis criticos de COS, com base nas relagdes destes teores com o
RRA (Figura 7). Os niveis criticos de COS, equivalentes a 80% do RRA, para as
amostras FERTBIO e floracdo/solo Umido foram 17,4 g kg* e 18,8 g kg™ solo,
respectivamente. Os niveis criticos de COS equivalentes a 40% do RRA, para as
amostras FERTBIO e floracdo/solo Umido foram 14,7 g kg* e 15,6 g kg™ solo,
respectivamente. Com base nos valores desses niveis criticos de COS, foram
obtidos os valores correspondentes para o0s atributos microbiolégicos para as
amostras floracdo/solo umido (Figura 4) e pds-colheita solo seco (Figura 6).

Em relacdo as tabelas geradas com base nos dados obtidos na floragéo/solo
umido (Tabela 5), verifica-se que, nas tabelas de interpretacdo com base no
conceito FERTBIO (Tabela 6), apenas os niveis criticos da urease permaneceram
praticamente inalterados. Embora os NC’s do CBM tenham mudado entre as duas
amostragens, a amplitude de variagdo (diferenca entre o maior e menor valor)
apresentou apenas 8% de oscilagdo nos valores gerados a partir do RRA. Houve

uma reducdo significativa na amplitude das classes de interpretacdo da
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desidrogenase e da fosfatase alcalina. Na tabela FERTBIO, levando-se em
consideracdo o RRA, os NC’s baixo e adequado para a desidrogenase foram 20 e
37 mg TPF kg™ solo 24 h*, respectivamente, o que da uma amplitude de apenas 17
unidades entre esses dois extremos. Para a fosfatase alcalina, essa amplitude foi de
34 unidades. Em contrapartida, nas amostras floracao/solo umido, as amplitudes
entre as classes de interpretacdo baixo e adequado foram de 31 e 69 unidades para
as enzimas desidrogenase e fosfatase alcalina, respectivamente, ou seja, 1,8, e 2,03
vezes maiores que as amplitudes das amostras FERTBIO. Esse estreitamento na
amplitude das classes de interpretacédo baixo/adequado pode, em sua grande parte,
ser atribuido ao efeito da secagem do solo ao ar, conforme também observado por

Lopes et al. (2015) e que sera discutido a seguir.
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Tabela 5 - Interpretacdo dos niveis de atividade enzimtica para Latossolos
Vermelhos argilosos de Cerrado, na camada de 0-10 cm, com base no rendimento
relativo acumulado de gréos de soja e milho e no teor de matéria organica do solo,

com amostras coletadas na floracdo/solo umido.

Enzimas @ Niveis de atividade enzimatica no solo

Baixo Moderado Adequado

Com base no rendimento relativo acumulado

CBM <244 245 a 417 > 418
Urease <5 6a9 >10
Desidrogenase <32 33 a62 > 63
Fosfatase alcalina < 140 141 a 208 > 209
Com base no teor do Carbono Orgéanico do Solo
CBM <237 238 a 396 > 397
Urease <5 6a9 >10
Desidrogenase <33 34 a 67 > 68
Fosfatase alcalina <131 132 a 237 > 238

@ Os valores de cada bioindicador sdo expressos em: CBM — mg C kg™ solo;
Urease - ug NH;* g solo h™; Desidrogenase — mg TPF kg™ solo 24 h™; Fosfatase

Alcalina - pg de p-nitrofenol g™ solo h™*; FDA — mg fluoresceina kg™ solo 3 h™.
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Tabela 6 - Interpretacdo dos niveis de atividade enzimatica para Latossolos
Vermelhos argilosos de Cerrado, na camada de 0-10 cm, com base no rendimento
relativo acumulado de gréos de soja e milho e no teor de matéria organica do solo,

com amostras coletadas na pés-colheita/solo seco.

Enzimas @ Niveis de atividade enzimatica no solo

Baixo Moderado Adequado

Com base no rendimento relativo acumulado

CBM <172 173 a 331 > 332
Urease <6 7a9 >10
Desidrogenase <20 21 a 36 > 37
Fosfatase alcalina <54 55 a 87 > 88

Com base no teor do Carbono Organico do Solo

CBM <182 183 a 451 > 452
Urease <5 6a8 >9
Desidrogenase <18 19a39 > 40

Fosfatase alcalina <28 29a117 >118

@ Os valores de cada bioindicador sdo expressos em: CBM — mg C kg™ solo;
Urease - ug NH;* g solo h™; Desidrogenase — mg TPF kg™ solo 24 h™; Fosfatase

Alcalina - pg de p-nitrofenol g™ solo h™*; FDA — mg fluoresceina kg™ solo 3 h™.
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3.3. EPOCA DE COLETA E PRE-TRATAMENTO DO SOLO

Em média, nos dois anos de estudo, na amostragem pdés-colheita/solo seco
(Figura 8), houve reducéao significativa (Wilcoxon Signed Rank test, p < 0,001) nos
niveis de NBM (49%) e na atividade das enzimas desidrogenase (42%) e fosfatase
alcalina (64%). Em relacdo aos dados da floracdo/solo umido, os dados de CBM e
FDA poés-colheita/solo seco apresentaram reducdes menores (23% e 16%,
respectivamente), porém significativas (P < 0,001). A atividade da urease, avaliada
apenas em 2013, nao diferiu entre as duas épocas de amostragem. Devido ao
insucesso nas determinacbes de NBM do experimento 1, na amostragem pos-
colheita/solo seco de 2013, somente foram considerados os dados dos
experimentos 2 e 3.

O efeito da secagem do solo ao ar na atividade enzimatica depende da
enzima avaliada, das condi¢bes edafoclimaticas e até mesmo da época de coleta
das amostras (Abellan et al,. 2011; Lorenz & Dick, 2011; Lopes et al., 2015). Em
geral, a secagem ao ar tem seu maior impacto nos parametros associados com a
populacdo microbiana viavel no solo, com menor efeito na fragdo catalitica
estabilizada no complexo humico-mineral (Lorenz & Dick, 2011). Isso explica a
reducdo de 42% observada na atividade da desidrogenase, que € uma enzima
associada a fragéo viva do solo, fato também observado por Ross (1970) e Abellan

et al. (2011).
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Figura 8 - CBM, NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e FDA em
amostras coletadas na floragcado/solo umido e pos-colheita/solo seco. Linhas solidas,
pontilhadas e as barras representam as medianas, médias, e os 10° e 90° percentis,
respectivamente. Caixas representam os 25° e 75° percentis. Os valores de cada
bioindicador s&o expressos em: NBM — mg N kg™ solo; Urease - pg NH;* g* solo h™:;
Desidrogenase — mg TPF kg™ solo 24 h™; Fosfatase Alcalina - pg de p-nitrofenol g™
solo h; FDA — mg fluoresceina kg™ solo 3 h™. Os pontos representam as médias

dos tratamentos que ficaram abaixo do 10° percentil e acima do 90° percentil.
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Reduc¢bes na atividade da fosfatase alcalina, apds a secagem ao ar, também
foram reportadas por Eivazi & Tabatabai (1977) e por Lee et al. (2007). Com relag&o
ao ensaio de hidrélise da FDA, Bandick & Dick (1999), usando a metodologia
proposta por Zelles et al. (1991), reportaram reducdes na hidrolise, apds a secagem
ao ar, da ordem de 30%. Cabe destacar que a metodologia de Green et al. (2006),
utilizada no presente estudo, foi desenvolvida com amostras de solo secas ao ar.

A auséncia de efeitos severos da secagem ao ar na atividade da urease tem
sido reportada em varios trabalhos (Kandeler & Gerber, 1988; Lee et al., 2007);
inclusive apds periodos de armazenamento a temperatura ambiente de dois anos
(Zantua & Bremner, 1977; Pettit et al., 1976). Bandick & Dick (1999) reportaram um
aumento de 20% na atividade da urease apdés a secagem ao ar, em um tratamento
onde houve aplicacdo de esterco, e a auséncia de efeitos da secagem onde houve
aplicacao de N mineral.

Considerando que as determinacfes de CBM na fase de pods-colheita/solo
seco foram feitas apdés a secagem/re-umedecimento/incubacdo das amostras de
solo, a variacdo de 23% nos valores de CBM, verificada nas amostragens
floracdo/solo umido e pdés-colheita/solo seco, pode ser atribuida a maior adaptacéo
das comunidades microbianas dos solos tropicais aos processos de secagem e re-
umedecimento do solo, conforme também verificado por Gestel et al. (1993) e Fierer
et al. (2003). Bottner (1984) reportou que, apesar do processo de secagem do solo
ter destruido de 1/3 a 1/4 da biomassa, a mesma foi restabelecida em niveis
proximos aos de antes da secagem apos o re-umedecimento do solo. Franzlubbers

et al. (1996) e Goncalves et al. (2002) concluiram que o pré-condicionamento de
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curta duracado de amostras de solo como terra fresca seca ao ar (TFSA) é promissor
para a determinacdo do CBM quando niveis e periodos adequados de re-
umedecimento sdo adotados. Conforme mencionado anteriormente, no presente
estudo, houve uma reducéo nos coeficientes de determinacdo para as relacdes do
CBM com o0 RRA e com o COS, obtidos na amostragem pds-colheita/solo seco, em
relacdo aos obtidos na amostragem da floracao/solo umido.

As reducdes nos valores de NBM na amostragem poés-colheita/solo seco foram
mais expressivas (49%) que as verificadas no CBM (26%), embora as amostras de
solo tenham sido submetidas aos mesmos processos de secagem/re-
umedecimento/incubacdo. Uma explicacdo para esse fato seria a de que, ao longo
desses processos, teria ocorrido a liberagcédo de proteases para o solo, resultando em
reducdes do NBM, sem prejuizos para o CBM. Esses efeitos foram tao significativos
gue na amostragem pos-colheita/solo seco ndo houve relacdo do NBM com o RRA e
com o COS, diferentemente da amostragem floragéo/solo imido,

Regressdes lineares (Figura 9) entre os dois conjuntos de amostras
(floragé@o/solo umido e péds-colheita/solo seco) foram ajustadas para todos os
parametros microbiolégicos avaliados. Além de significativos (P < 0,001), os valores
dos coeficientes de determinacdo R? para o CBM, NBM, desidrogenase, fosfatase
alcalina e urease (0,88; 0,51, 0,59, 0,52 e 0,73, respectivamente) evidenciam o bom
ajuste dos modelos e que, para esses parametros, a amostragem FERTBIO foi

representativa das condic¢des verificadas na floragdo/solo imido.
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Figura 9 - Relacdes entre o CBM, NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e

FDA determinadas nas fases de floracdo/solo umido e na pos-colheita/solo seco,

nos anos e 2013 e 2015. Os pontos representam a média dos 24 tratamentos em

2013 e

2015.

***Significativo a P < 0,001. Os valores de cada bioindicador séo

expressos em: NBM — mg N kg™ solo; Urease - pg NH;* g solo h™’; Desidrogenase

—mg TPF kg™* solo 24 h*; Fosfatase Alcalina - pug de p-nitrofenol g* solo h™; FDA —

mg fluoresceina kg™ solo 3 h™.
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Os coeficientes de inclinacdo das analises de regressdo entre as amostras
floracdo/solo Umido e as amostras pos-colheita/solo seco (Figura 9) para o CBM,
NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina e urease foram de 0,81, 0,45; 0,37, 0,27 e
0,82 respectivamente. Como esses coeficientes indicam o desvio de uma relacéo
1:1 (quanto mais afastados de 1, maiores as diferencas entre os valores das duas
amostragens), verifica-se novamente que o NBM, a desidrogenase e a fosfatase
foram os parametros mais afetados com mudanca na época de amostragem e nos
processos de pré-tratamento das amostras de solo.

O ensaio de hidrolise de FDA foi o Unico parametro para o qual ndo houve
relacdo entre os dados coletados nas duas épocas de amostragem, evidenciando
gue a amostragem poés-colheita/solo seco ndo foi representativa da floracao/solo

Uumido.

3.4. VARIACAO INTERANUAL DOS ATRIBUTOS

Nas figuras 10 e 11 sdo sumarizados os dados de CBM, NBM,
desidrogenase, fosfatase alcalina, FDA e COS nos 24 tratamentos, nos anos de
2013 e 2015, com as amostras de solo coletadas nas amostragens floracdo/solo
umido e pos-colheita/solo seco. A contribuicdo dos fatores ano e tratamento e de

sua interacao, na variancia total desses bioindicadores, é apresentada na Tabela 7.
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Com excec¢do do NBM, as variancias totais obtidas na época pés-colheita/solo

seco foram menores que as da floracdo/solo umido (Tabela 7), o que pode ser
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atribuido ao efeito da secagem das amostras de solo ao ar. Ao reduzir a amplitude
(diferenca entre o maior e 0 menor valor de cada parametro, em cada amostragem),
a secagem do solo também diminui a variabilidade associada a esses parametros.

Verifica-se na Tabela 7 que, nas duas amostragens (floracdo/solo umido e
pos-colheita/solo seco), a maior variancia total foi observada para o CBM. Na
floracdo solo umido, o NBM foi o parametro que apresentou a menor variancia total,
e, na poés-colheita/solo seco, a desidrogenase apresentou a menor variancia total.
Independentemente da época de avaliacdo, o fator tratamento foi o que mais
contribuiu para a variancia do CBM e da desidrogenase (superior a 50%). A
porcentagem da variancia associada ao fator ano para o CBM, NBM, desidrogenase
e FDA foi maior na amostragem realizada na floracao/solo iumido.

Por outro lado, o NBM, o ensaio de FDA (nas duas épocas de amostragem) e
a fosfatase alcalina (na pods-colheita solo seco) foram os parametros que
apresentaram as menores contribuicbes do fator tratamento na sua variancia.
Nesses casos, os fatores associados ao erro e a variabilidade anual tiveram
contribuicdo significativa na variancia desses parametros.

Considerando que baixo erro padrdo e baixa variabilidade anual sdo pré-
requisitos basicos para 0 uso de parametros microbiolégicos no monitoramento de
areas agricolas ao longo do tempo (Tscherko & Kandeler, 1997), nas condi¢cdes do
presente estudo, verificou-se que o CBM e a desidrogenase foram os parametros
mais promissores. Além dessas caracteristicas, a adequacdo desses parametros a
amostragem realizada na pds-colheita/solo seco também se constitui em uma

vantagem adicional para sua possivel ado¢cdo em andlises comerciais de rotina.
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Tabela 7 - Contribuicdo (%) dos fatores tratamento, ano e de sua interagdo, na

variancia total do CBM, NBM, desidrogenase, fosfatase alcalina, urease e FDA, nas

amostragens realizadas nas fases floracédo/solo umido e pés-colheita/ solo seco.

Componentes da _ Fosfatase
variancia® CBM NBM Desidrogenase Alcalin FDA
------ Floracéo solo umido % de contribuicao ------
Tratamento 59 20,8 58,2 62,5 11,3
Ano 20,2 35,0 22,5 4,0 30,9
Tratamento X Ano 0 0 6,3 17,3 0,5
Erro 20,7 44,2 11,4 10,4 38,9
Variancia total 21626 483 1456 8421 18953
------ Pds-colheita solo seco % contribuicdo ------
Tratamento 65,8 3,7 59,3 25,5 3,5
Ano 15 14,2 0 37,1 13,3
Tratamento x Ano 1,0 0 13,6 15,9 0
Erro 317 82 15,9 21,5 76,7
Variancia total 15386 7798 334 1553 8340

1) O componente da variancia (REP(Trat)) nado foi apresentado.
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4. CONCLUSOES

O gradiente de rendimento acumulado de graos e de carbono organico do solo,
além do CBM, também influenciou a atividade das enzimas desidrogenase,
fosfatase alcalina e urease, possibilitando a delimitacdo de classes de
suficiéncia para Latossolos de Cerrado.

O NBM e o ensaio de hidrdlise da FDA ndo foram eficientes como
bioindicadores capazes de diferenciar os tratamentos e nao tiveram suas
variacbes associadas ao rendimento acumulado de grdos e ao carbono
organico do solo, impossibilitando a delimitacdo de classes de suficiéncia para
Latossolos de Cerrado.

Com excecdo da urease, a amostragem realizada na pdés-colheita/solo seco
resultou em reducdbes no CBM, NBM e na atividade das enzimas
desidrogenase, fosfatase alcalina e na hidrélise do FDA. Essas reducgfes
promoveram estreitamento na amplitude das classes de interpretacéo
baixo/adequado.

O ensaio de hidrolise de FDA foi o Unico parametro para o qual a amostragem
pés-colheita/solo seco ndo foi representativa da amostragem floragéo/solo
uamido.

Nas condicoes do presente estudo, o CBM e a desidrogenase foram os
parametros mais promissores, para o monitoramento de &reas agricolas, com
baixa variabilidade anual e boa adequacdo a amostragem realizada na pés-

colheita/solo seco.
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CAPITULO 3:
CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA EM LATOSSOLOS DETERM INADO

POR OXIDACAO UMIDA E COMBUSTAO A TEMPERATURA ELEVAD A

Artigo publicado na revista Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v.50, n.11, p.1061-
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as relagdes entre os métodos de oxidacdo umida
e combustdo a alta temperatura, utilizados em determinacbes do carbono da
biomassa microbiana, e verificar a necessidade do uso de fatores de correcéao entre
os dois métodos. Foram utilizadas 96 amostras de solo, coletadas a profundidade de
0-10 cm em Latossolos Vermelhos argilosos de cerrado, sob cultivos anuais,
pastagens, eucalipto e vegetacdo nativa. O carbono da biomassa microbiana foi
determinado a partir de extratos de K,SO4, pelo método de fumigacéo-extracao, por
meio de oxidacdo umida com dicromato de potassio com aquecimento externo, e por
combustdo a alta temperatura em analisador de C organico total. Observou-se
relacdo linear positiva e significativa entre os teores de C organico determinados
pelos dois métodos. O método de combustdo a alta temperatura detecta, em média,

6,3% mais C organico do que o método por oxidacao umida.

Palavras-chave : analisador de carbono, bioindicadores, carbono orgéanico,

fumigacao-extracao, qualidade do solo.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the relationships between the methods of wet
oxidation and the combustion at high temperature, used in determinations of
microbial biomass carbon, and to verify the necessity of using correction factors
between the two methods. Ninety-six soil samples, collected at 0-10 cm soil depth in
clayey Oxisol of the Cerrado region, under annual crops, pastures, eucalyptus and
native vegetation were used. The microbial biomass carbon was determined from
K,SO, extracts, using the fumigation-extraction method, by wet oxidation with
potassium dichromate and external heating, and by combustion at high temperature
in a total organic C analyser. A significant, positive, linear relationship between the
contents of organic C, determined by the two methods, was observed. The
combustion at high temperature method detected on average 6.3% more organic C

than the wet oxidation method.

Key Words: carbon analyzer, bioindicators, organic carbon, fumigation-extraction,

soil quality.
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1. INTRODUCAO

A biomassa microbiana representa a parte viva e mais ativa da matéria
organica do solo, constituida, principalmente, por fungos, bactérias e arqueas
(Oliveira et al., 2001; Mendes et al., 2009; Kaschuk et al., 2010). Esses
microrganismos atuam nos processos de decomposicdo e sintese da matéria
organica do solo, formacao e estabilizacdo de agregados, intemperizacao de rochas,
biorremediacdo de areas afetadas por poluentes e metais pesados e, no controle e
supressao biolégica de fitopatdgenos (Reis Junior & Mendes, 2007). Por todas essas
razdes, a biomassa microbiana € um componente importante para manter a
qualidade do solo e a produtividade das plantas (Nogueira et al., 2006; Reis Junior &
Mendes, 2007). Em trés experimentos de longa duracdo, conduzidos em Latossolo
Vermelho argiloso de cerrado, Lopes et al. (2013) relataram sobre a relagéo
significativa e direta entre o carbono da biomassa microbiana (CBM), a matéria
organica do solo e o rendimento acumulado de graos de soja e milho.

Uma das principais vantagens do uso do CBM e da atividade enzimética,
como bioindicadores de qualidade de solo, é a sensibilidade dos parametros
microbiolégicos para detectar os efeitos de diferentes manejos do solo, em estégio
anterior ao das alterac6es dos teores de matéria organica (Chaer & Totola, 2007,
Hungria et al., 2009; Silva et al., 2009). Porém, diferentemente dos indicadores
qguimicos de fertilidade, cujos valores de referéncia ja estdo relativamente bem
definidos para cada elemento e tipo de solo, é dificil medir e interpretar indicadores
microbiolégicos, independentemente de um controle ou referencial de comparacao

(Mendes et al., 2009). Com base nos principios das curvas de calibracdo de
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nutrientes, Lopes et al. (2013) desenvolveram um método para a interpretacdo de
atributos microbiolégicos e bioquimicos, em Latossolos Vermelhos de textura
argilosa do Cerrado, que incluu o CBM determinado pelo método

fumigacao-extracdo com oxidacdo umida. Como resultado, foi publicada a primeira

aproximagcdo da Tabela de interpretacdo desse bioindicador nos Latossolos
argilosos do Cerrado.

O método de fumigacdo-extracdo (Vance et al., 1987) é baseado na

esterilizacédo parcial (fumigacdo) de amostras de solo, com cloroférmio, e posterior
extracdo do C organico (Joergensen, 2010). A determinacado é feita com base nas
diferencas entre os teores de C organico, extraidos com sulfato de potassio, de
amostras de solo fumigadas com cloroformio e ndo fumigadas. Apds a extracdo com
sulfato de potassio, o C dissolvido no extrato é oxidado por via Umida, por
aguecimento com uma mistura de dicromato de potassio, acido sulfarico e acido
fosforico concentrados, com aquecimento externo por 30 min, a aproximadamente
150°C, em sistema de refluxo. O excesso de dicromato é titulado com sulfato ferroso
amoniacal (Brookes & Joergensen, 2005).

O C organico de amostras de solo também pode ser analisado por
combustdo, em fornos de alta temperatura (acima de 700°C), com deteccao por
cromatografia gasosa, espectrometria de infravermelho e gravimetria. Com os atuais
equipamentos automatizados a precos relativamente acessiveis, surge também a
possiblidade de uso de uma quimica mais limpa para as avaliagdes, ndo s6 do CBM,
mas também da propria matéria organica do solo, por dispensar o uso do oxidante
que contém cromo, além dos acidos fosférico e sulfarico, utilizados como

catalisadores.
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar as relacbes entre os métodos de
oxidacdo umida e combustdo a alta temperatura, utilizados em determinacdes do
CBM, e verificar a necessidade do uso de fatores de correcdo entre os dois

métodos.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no campo experimental da Embrapa Cerrados, em
Planaltina, DF (15° 36' 6,59" S e 47° 42' 33,38" W, a altitude de 980 m). Para avaliar
as relacdes entre os métodos de determinacéo analitica do CBM, utilizaram-se dois
grupos de amostras de solo, ambos coletados a profundidade de 0 a 10 cm de um
Latossolo Vermelho argiloso de cerrado.

O primeiro grupo foi formado por 72 amostras, coletadas de 24 tratamentos
provenientes de trés experimentos de longa duracdo, em delineamento de blocos ao
acaso e trés repeticdes. Na safra 2012/2013, as parcelas desses experimentos
estavam sob o cultivo de milho. Nesses 24 tratamentos, diferentes doses e formas
de aplicacdo de superfosfato triplo possibilitaram a formacdo de P extraivel, que
produziu um gradiente de diferentes rendimentos acumulados de gréos de soja e de
milho (RAG). Em razéo dos diferentes aportes de biomassa da parte area e raizes
das culturas, também foi estabelecido um gradiente de matéria organica do solo. A
descricdo detalhada do histérico desses trés experimentos de longa duracdo e dos
24 tratamentos foi feita por Lopes et al. (2013).

O segundo grupo foi formado por 24 amostras, coletadas de um experimento

de integracdo lavoura-pecuaria-floresta (ILPF) iniciado em janeiro de 2009, em uma
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area de pastagem degradada e em cinco areas sob vegetacéo nativa de cerrado. No
experimento de ILPF, foram selecionadas duas areas sob eucalipto e pastagem. Os
renques de Eucalyptus cloeziana tem sete linhas, e 0 espagamento entre 0s renques
e de 22 metros. No periodo de 2009 a 2012, foram realizados cultivos anuais entre
os renques de eucalipto, constituidos por sorgo em marco de 2009, adubados com
350 kg ha™* da formula NPK 8-20-15, e soja, adubada com 400 kg ha™ da formula 0-
20-20, nas safras 2009/2010, 2010/2011 e 2011/2012. Em fevereiro de 2012, apds a
colheita da soja, foi iniciado o ciclo de pastagem com o cultivo de sorgo granifero
“BRS 330", adubado com 350 kg ha™ da formula 8-20-15, em consércio com a
Brachiaria brizantha "BRS Piatd”. Também foi incluida nas avaliagbes uma area de
pastagem degradada (Brachiaria  brizantha "BRS Piatd”, distante
aproximadamente 3 km do experimento de ILPF, formada em 2005/2006 pela

integracao lavoura-pecuaria. A Ultima adubacédo nessa area foi realizada em 2009,

quando foram aplicados 100 kg ha™ de ureia.

Cinco areas sob vegetacdo nativa de cerrado — quatro areas de cerrado
sensu stricto e uma de cerradao — foram utilizadas como referéncia das condi¢des
originais do solo. As areas do experimento de ILPF (eucalipto, pastagem), a
pastagem degradada e as areas sob vegetacdo nativa foram divididas em trés
talhdes de 10x10 m, que totalizaram 24 amostras.

Em todos os locais, as amostras de solo foram coletadas da camada de 0-10

cm, nos meses de janeiro e fevereiro de 2013 (época chuvosa), com uso de um
trado holandés de 5 cm de diametro. Das parcelas dos 24 tratamentos que estavam
sob cultivo de milho, foram coletadas 20 subamostras, tendo sido trés no centro das

linhas de plantio e 17 nas entrelinhas. Das areas sob cerrado nativo, eucalipto,
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pastagem e pastagem degradada, cada amostra de solo foi composta por nove
subamostras, que foram homogeneizadas para a obtencdo de uma amostra
composta por parcela. No total, foram obtidas 96 amostras — 72 amostras dos trés
experimentos de longa duracéo e 24 das areas sob cerrado nativo, ILPF (eucalipto e
pastagem) e pastagem degradada — e suas caracteristicas quimicas estao
apresentadas na Tabela 1.

ApOs a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos de plastico,
transportadas para o laboratério e armazenadas a 4°C até o momento da realizacéao
das analises. No laboratorio, as amostras foram passadas por peneira de malha de 4
mm, e os residuos de plantas e raizes foram retirados manualmente.

Para a estimativa do CBM, utilizou-se o método de fumigacéo-extracao (FE),
proposto por Vance et al. (1987). Para cada amostra, realizaram-se trés repeticbes
analiticas fumigadas e trés ndo fumigadas de 20 g cada uma. Quando necessario, 0
teor de umidade das amostras foi ajustado, para que 55% do espaco poroso do solo
fosse preenchido por a4gua. Estas amostras foram pré-incubadas, no escuro, a
temperatura ambiente, por um periodo de sete dias. Em seguida, metade das
amostras foi fumigada por 48 horas, em um dessecador que continha uma placa de
Petri com 25 mL de cloroféormio sem alcool. Durante este periodo, as amostras nao
fumigadas foram mantidas em condicdo ambiente. O CBM foi extraido pela adicéao
de 50 mL de uma solucdo de sulfato de potassio (K»SO, a 0,5 mol L™!) &s amostras
de solo que foram, em seguida, submetidas a agitacao horizontal (150 rpm) por 40

min. Depois disso, as amostras foram filtradas em papel-filtro Whatman n° 2.
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Tabela 1- Atributos quimicos das amostras de solo dos experimentos avaliados.

Tratamento COS pH Al H+Al P K Ca Mg
gkKg® HO -—cmolcdm®- -—mgdm®- -—-cmol.dm?--
Experimentos I, Il e Il

1 13,30 5,42 0,23 5,67 093 77,00 1,98 0,54

2 13,30 5,66 0,09 512 1,05 92,67 2,20 0,74

3 14,40 5,47 0,21 577 1,02 57,00 2,25 0,75

4 14,20 5,59 0,14 5,33 1,16 84,67 2,12 0,79

5 14,60 5,55 0,16 5,30 1,29 78,00 2,24 0,77

6 19,70 5,65 0,10 5,77 9,68 99,33 3,67 1,39

7 19,40 5,59 0,07 5,82 10,90 71,67 3,37 1,19

8 19,90 5,52 0,16 6,23 10,44 77,33 3,75 1,23

9 17,00 5,21 0,40 6,50 546 79,67 2,31 0,79

10 20,00 5,24 0,24 6,76 11,50 64,67 3,47 1,10

11 19,20 5,28 0,27 7,08 32,87 56,67 3,47 1,07

12 17,80 5,35 0,25 7,09 3,62 9533 2,75 1,19

13 20,70 5,37 0,13 6,68 11,87 88,00 3,97 1,83

14 20,60 5,33 0,23 6,79 33,10 61,33 3,97 1,61

15 15,90 5,09 0,58 6,94 2,75 79,33 1,89 0,73

16 18,10 5,33 0,30 6,60 850 61,00 3,23 1,13

17 17,00 5,22 0,44 6,99 14,89 52,67 2,65 1,34

18 13,60 5,00 0,64 6,13 1,12 75,00 1,27 0,47

19 19,70 5,19 0,29 6,76 8,75 63,00 3,18 1,12

20 15,30 5,06 0,52 6,93 1,39 82,00 1,88 0,90

21 20,40 5,21 0,28 6,96 17,46 52,67 3,07 0,93

22 18,00 5,25 0,25 6,57 6,91 81,33 2,88 1,14

23 20,70 5,30 0,25 6,69 8,17 5433 3,01 0,90

24 16,48 5,19 0,39 6,41 2,70 61,00 2,44 0,93

iLPF e Cerrados

Eucalipto 18,12 5,12 0,18 5,33 1,16 52,67 2,00 1,19

Pastagem 19,36 5,49 0,08 4,32 2,93 122,00 2,70 1,39

Pastagem 4743 483 046 620 4,28 11600 125 061
Degradada

Cerradol 19,56 4,99 1,04 7,85 1,03 37,67 0,54 0,35

Cerrado 2 19,21 4,96 1,38 7,53 096 32,33 0,25 0,16

Cerrado3 2391 4,95 1,70 9,29 1,43 43,67 0,23 0,33

Cerrado4 22,86 5,14 1,21 8,98 0,74 28,00 0,04 0,15

Cerrado5 27,15 3,85 2,63 11,92 1,47 64,67 0,07 0,21
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Com os extratos de K,SO, foram utilizados dois meétodos para a
determinacdo do CBM: oxidacdo uUmida com dicromato de potassio, sob
aguecimento externo, e subsequente titulagcdo do agente oxidante ndo consumido na
oxidacdo da matéria organica, durante a oxidacdo Umida com sulfato ferroso
amoniacal (Vance et al. (1987), descrito em detalhes em Oliveira et al., 2001); e
combustdo a alta temperatura, com o analisador de C organico total (vario TOC
cube, Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Alemanha) com detector de
infravermelho. Para a determinagéo no analisador de C organico, 4 mL do extrato de
sulfato de potassio foram transferidos para frascos de vidro (10 mL) e, em seguida
foram diluidos a 1:1 com agua destilada. Utilizou-se 0 mdédulo TOC/TNb precise (C

organico total e N total combinado) de 1-100 ppm, e a calibracdo foi realizada com

uma solucéo padrao de biftalato 4cido de potassio a 50 ppm. A injecdo das amostras
foi automatica (200 uL) com uso de um carrossel com capacidade para 50 frascos.

Em ambos os métodos, o CBM foi estimado pela diferenga entre o C extraido
das amostras fumigadas e nao fumigadas (EC), com um fator de correcdo kEC de
0,35 (Voroney et al., 1991).

Para a avaliacdo da distribuicdo dos dados de C organico extraido das
amostras fumigadas e ndo fumigadas, foram gerados graficos do tipo boxplot, em
que foram avaliados as medianas, as médias e os valores minimos e maximos das
determinacdes. Para avaliar se as medidas apresentavam distribuicdo normal,
utilizou-se um histograma com a distribuicdo das diferencas observadas entre os
dois métodos. Posteriormente, realizou-se um teste de pareamento e aplicou-se o
teste t de Student, para avaliar se as diferencas entre os métodos foram
significativas ou néo.

145



As relacdes entre os métodos de oxidacdo Uumida e combustdo a alta
temperatura foram determinadas por meio de analises de regressao com os teores
de C organico extraido das amostras fumigadas e nao fumigadas e, também, com os
valores de CBM. Em ambos 0s casos, os valores obtidos pelo método de combustéo
a alta temperatura foram utilizados como variavel independente (x). Os fatores de
correcdo dos teores obtidos no TOC, para o método de oxidacdo umida, foram
calculados por meio do ajuste de uma equacao linear com interseccao na origem. As
equacdes e os coeficientes de determinacéo (R?), bem como a significancia dos
modelos e dos parametros dos modelos, foram obtidos com auxilio do procedimento
PROC REG do programa SAS (SAS Institute, Cary, NC, EUA), com o valor do

intercepto igual a zero.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se relagéo linear positiva e significativa entre os teores de C
organico, extraido das amostras fumigadas e nao fumigadas pelos dois métodos -
oxidacdo Umida e combustdo a alta temperatura (Figura 1). A equacdo que
descreveu essa relacao foi a de um modelo linear (y = 0,942 x), com R* = 0,926 (p <
0,0001). O coeficiente angular da regresséo linear, 0,942, mostra que a relagcéo
entre os dois métodos foi bastante préxima de 1, o que indica que os teores de C,
determinados a partir da oxidagdo Umida, foram inferiores aos obtidos por
combustdo no analisador de C orgéanico.

O teor médio geral de C organico de todas as amostras (fumigadas e nao

fumigadas) determinadas por combustéo a alta temperatura (301 mg de C por kg
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solo) foi 6,3% maior do que o de todas as amostras determinadas por oxidac&o
umida (283 mg de C por kg de solo) (Tabela 2). O teste de pareamento dos valores
de C orgéanico, obtidos via analisador de C organico e oxidacdo umida, mostrou que
essa diferenca entre as duas determinacdes foi significativa pelo teste t de Student
(p = 0,0001). As diferencas entre os valores de C organico, obtidos pelos dois
meétodos, apresentaram distribuicdo normal pelo teste Kolmogorov-Smirnov
(p<0,01).

Verificou-se que, no total das 96 amostras avaliadas, os métodos de
determinacao via combustédo a alta temperatura e via oxidagdo Umida apresentaram,
para os teores de C organico de origem microbiana, resultados médios, minimos,
méaximos e medianas muito préximos (Figura 1). Os coeficientes de variagdo foram
similares.

A equacéo de regressao que representou a relacédo entre os teores de CBM,
determinados pelo método oxidacdo Umida (y) e combustdo a alta temperatura (x),
foi y = 0,938 x, com R? = 0,879 (p<0,0001), o que evidencia a relac&o linear positiva
e significativa entre os dois métodos (Figura 2). Verifica-se que, na determinagéo por

combustdo a alta temperatura, a média geral dos valores de CBM (380 mg C kg™
solo) foi 5,55% maior do que na oxidacdo Gmida (360 mg C kg™ solo), valor similar

ao obtido para os teores de C organico das amostras fumigadas e nao fumigadas
(Tabela 3).

Alguns autores compararam ambos os métodos utilizados no presente
trabalho e verificaram que o de combustdo a alta temperatura recupera mais C
organico do solo do que o de oxidacdo Umida com dicromato de potassio

(Rheinheimer et al., 2008; Segnini et al., 2008; Tivet et al., 2012). A subestimac¢ao do
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C organico pelo método com oxidacdo Umida ocorre porque esta ndo é capaz de
oxidar as formas de C do solo que se encontram mais protegidas em
microagregados ou complexadas com a fracdo mineral do solo; assim, ocorre
apenas uma oxidacao parcial da matéria organica (Rheinheimer et al., 2008; Tivet et
al., 2012). Quando as determinacbes do C organico — por oxidacdo Umida com
dicromato — utilizam uma fonte externa de calor (método de Mebius), utiliza-se um
fator de correcdo de 1,12 para os solos subtropicais (Tedesco et al.,, 1995), para
compensar os problemas relacionados a recuperacéo incompleta do C organico e a
concomitante subestimacao desses valores.

Nos Latossolos argilosos do Cerrado, embora as condicdes em que o C
organico de origem microbiana, determinado pelo método de oxidacdo Umida com
aguecimento externo, sejam suficientes para quantificar praticamente a totalidade do
C soluvel presente no extrato de sulfato de potassio, uma pequena parte desse C
ndo € quantificada, e os valores obtidos pelo método de combustdo a alta
temperatura, em analisador de C organico, séo 6,3% maiores.

Wu et al. (1990) trabalharam com uma variedade maior de solos, cujos teores
de C organico variaram de 0,9 a 4,16%, e observaram 19,44% mais C organico

medido em um analisador UV-persulfato do que pela oxidacdo Umida, apesar da

forte relagédo linear (r = 0,997) entre os métodos. Por essa razdo, os autores
propuseram que, para determinacdes em analisadores de C, todos os valores
fossem divididos por 1,194, para uma melhor comparacdo com dados obtidos por
oxidagdo umida. A aplicacéo do fator 1,194 ao valor do KEC adotado pelos autores
(0,38) deu origem ao valor de 0,45, que tem sido usado como KEC quando as
determinacdes do C orgéanico sao feitas de forma automatizada (Cai et al., 2011).
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Figura 1 - Relacdo entre o C-organico extraido das amostras fumigadas e nao
fumigadas determinados por oxidagdo umida e combustdo em alta temperatura (A) e
“boxplot” com a distribuicdo desses valores (B), em que o ponto inferior refere-se ao
menor valor encontrado, o ponto superior representa o maior valor encontrado, a
linha continua representa a mediana e a linha tracejada refere-se a média. Os
pontos (A) representam os valores das trés repeticbes de cada um dos 32

tratamentos. **, p < 0,0001.

No presente estudo, o método de combustdo em forno de alta temperatura
detectou, em média, 6,3% mais C organico do que o método de oxidacdo umida,
diferentemente do observado nos solos analisados por Wu et al. (1990), os quais
apresentavam caracteristicas quimicas, fisicas e mineralogicas distintas dos
latossolos argilosos de Cerrado. Ou seja, a diferenca dos valores a mais de C
organico dos dois estudos foi trés vezes menor nos latossolos de cerrado
(19,44/6,3). Para explicar essa diferenca, fatores relacionados aos solos avaliados e

as determinacgOes analiticas utilizadas devem ser considerados.
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Tabela 2 - Carbono orgéanico das amostras fumigadas e nao fumigadas
determinados por oxidacdo Umida e combustdo em alta temperatura dos 32

tratamentos avaliados.

Fumigadas N&o fumigadas
Tratamentos O)gidagéo Combustdo em O)gidagéo Combustdo em
Umida alta temperatura Umida alta temperatura
mg C kg™ solo
Experimentos I, Il e 1l
1 249,2 275,7 220,2 237,6
2 267,7 273,6 219,5 231,0
3 271,9 293,3 235,9 236,6
4 275,7 291,7 226,1 239,5
5 269,8 286,4 226,6 232,2
6 318,6 336,4 223,1 225,8
7 313,3 334,4 223,5 230,4
8 333,6 358,6 207,2 2223
9 306,2 318,5 203,4 210,8
10 303,7 326,6 186,5 211,4
11 306,8 323,9 186,4 205,0
12 336,6 340,6 188,0 211,2
13 308,9 343,9 177,4 201,8
14 341,2 366,1 177,2 202,0
15 305,7 318,1 217,2 236,5
16 289,9 296,0 181,8 198,0
17 314,0 327,1 196,8 219,5
18 262,5 281,0 209,5 231,8
19 345,4 361,7 200,8 229,8
20 304,9 317,4 231,9 241,0
21 353,8 375,8 199,3 225,4
22 350,1 374,0 207,4 240,3
23 354,2 386,1 213,4 226,3
24 318,9 337,3 226,5 230,5
iLPF e Cerrados
Eucalipto 290,6 345,3 171,8 187,0
Pastagem 298,9 339,9 183,6 184,8
Pastagem degradada 319,8 358,1 172,0 192,3
Cerrado 1 503,1 579,8 289,1 315,9
Cerrado 2 483,1 509,1 282,9 284,4
Cerrado 3 532,4 532,4 296,3 313,5
Cerrado 4 578,1 628,4 319,7 332,4
Cerrado 5 617,9 601,9 363,9 323,5
Média 344,6 366,9 220,8 234,8
Relacdo combustdo em
alta temperatura 1,065 1,063

/oxidagdo Umida
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Tabela 3 - Carbono da biomassa microbiana determinado por oxidagdo umida e
combustdo em alta temperatura dos 32 tratamentos avaliados.

Oxidacéo umida Combustéo em

Tratamentos alta temperatura
----------- mg C kg™ s0l0 --------—---
Experimentos I, Il e lll
1 82 108
2 137 121
3 134 162
4 141 149
5 152 154
6 255 380
7 256 297
8 424 389
9 293 307
10 351 327
11 316 340
12 424 369
13 375 405
14 468 469
15 240 236
16 308 279
17 334 307
18 165 143
19 413 376
20 208 218
21 462 429
22 384 383
23 402 456
24 329 303
iLPF
Eucalipto 350 451
Pastagem 347 457
Pastagem degradada 428 473
Cerrado 1 571 641
Cerrado 2 639 617
Cerrado 3 766 848
Cerrado 4 725 795
Cerrado 5 608 753
Média 359 380
Relacdo combustdo em
alta temperatura 1,058

/oxidagdo Umida
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A composicdo das comunidades microbianas, em diferentes tipos de solo,
pode resultar em mudancas no C microbiano passivel de extracdo com K,SO,
(Dictor et al., 1998). Esses fatores resultariam em uma maior capacidade de
deteccao, por oxidacdo umida, do C microbiano extraido com sulfato de potassio nos
latossolos de cerrado, o que pode diminuir a diferenca entre os teores de C
microbiano pelos dois métodos (oxidacdo umida e combustéo a alta temperatura).

E importante observar, também, que no estudo de Wu et al (1990) foi utilizado

um analisador UV-persulfato, aparelno em que o C organico, em presenca de

persulfato de potassio, é oxidado pela luz ultravioleta a CO,, que é quantificado com
um detector de infravermelho. Embora Joergensen & Brookes (1991) tenham
reportado que os analisadores UV/persulfato e os de combustdo em fornos de alta
temperatura tinham desempenho semelhantes, para os valores de Ec (diferenca de
C orgénico entre as amostras fumigadas e nao fumigadas), em estudo posterior,
Joergensen & Olfs (1998) verificaram que os analisadores com oxidagdo em fornos
de alta temperatura extrairam quantidades maiores de C dos extratos das amostras
nao fumigadas, tendo apresentado maior capacidade para deteccdo de compostos
recalcitrantes, tais como compostos aromaticos. Isso pode eliminar as interferéncias
relacionadas aos aparelhos utilizados, pois, no presente estudo, utilizou-se um
analisador de C baseado na combustdo a alta temperatura, com melhor capacidade
para deteccao do C organico, conforme Joergensen & Olfs (1998).

A definicdo dos valores KEC — taxa de recuperagdo do C microbiano apés a
extracdo com K,SO, — €, sem duvida, um dos pontos criticos do método FE, pois
depende dos atributos quimicos e fisicos dos solos. Martens (1995) revisou varios
trabalhos em que o fator KEC foi determinado por diferentes métodos, e obteve
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valores entre 0,1 e 0,98. Entretanto, conforme observado por Jenkinson et al. (2004),

valores-padrao podem ser utilizados para diferentes tipos de solo, sem grandes

erros. Voroney et al. (1991), por exemplo, sugeriram o valor de KkEC de 0,35 como
um valor geral para determinagbes da eficiéncia de extracdo do C microbiano,
enquanto Ross (1990) sugeriu um valor de 0,33.

No presente estudo, pelo fato de o método de combustdo em forno de alta
temperatura ter detectado 6,3% a mais de C microbiano, propde-se que esse valor
nao seja incorporado diretamente ao KEC, pois € evidente que essa quantidade
pode variar de solo para solo. Assim, o calculo da biomassa deve ser realizado
normalmente, com base na diferenca entre o C extraido das amostras fumigadas e
nao fumigadas (EC), com utilizacdo de um fator de correcao para estimar a taxa de
recuperacdo do C microbiano apds a extragdo com K,SO,. No presente estudo,
optou-se pelo valor geral de KEC de 0,35 (Voroney et al., 1991). Quando houver
necessidade de conversdo dos valores de CBM obtidos por combustdo a alta
temperatura, para oxidagcdo Umida, os mesmos valores deverdo ser multiplicados
pelo coeficiente de regressdo da equacgao y = 0,938 x, em que X representa o
método de combustdo a alta temperatura, e y, o método de oxidagdo umida (Figura
2).

O uso direto do KEC de 0,45, que ja traz embutida a quantidade de C a mais
extraida pelo método da combustdo, conforme proposto no trabalho de Wu et al.
(1990), resulta em subestimacgé&o dos valores de C da biomassa microbiana, por nao
levar em consideragéo as variagdes da capacidade de detecgdo do C microbiano por
oxidacdo umida dos diferentes solos. No presente estudo, a aplicacdo do valor de

KEC de 0,45, que traz embutido a quantidade de C a mais extraida por combustéo a
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alta temperatura, a um Ec hipotético de 100, obtido por combustdo a alta
temperatura, resultaria em um valor de CBM de 222 mg de C kg™ de solo, 22%
inferior ao valor obtido com o KEC normal de 0,35, que resulta em um valor de CBM
de 285 mg de C kg™ de solo. Essa diferenca entre as duas formas de célculo é
suficiente para influenciar a interpretacdo dos valores do CBM, com base nas

tabelas desenvolvidas por Lopes et al. (2013).

1000
y = 0,938 x
R2=0,879 ** °

solo)

800 -

1

Oxidacdo Umida (mg-C kg
D

O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Combustdo em Alta Temperatura (mg-C kgl solo)

Figura 2 - Relacdo entre o carbono da biomassa microbiana determinado por
oxidacdo umida e combustdo em alta temperatura. Os pontos representam o0s
valores das trés repeticoes de cada um dos 32 tratamentos analisados. **, p <
0,0001.
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O lancamento de analisadores de C organico a pre¢cos mais acessiveis abre a

perspectiva de que os laboratérios de pesquisa passem a utiliza-los de forma mais

rotineira, em razdo das vantagens com automacdo das andlises (maximizacdo da
eficiéncia do uso de méo de obra laboratorial) e baixa geracdo de residuos no

meio-ambiente. Além desses fatos e da excelente relacdo com o método de

oxidacdo umida, o uso desses equipamentos evita erros de operacao, como aqueles
observados durante a titulagdo (técnica em que o erro do ponto final da titulacao,
feito de maneira visual, pode produzir resultados inconsistentes). Assim, nos
Latossolos argilosos de Cerrado, recomenda-se o uso do KEC normal, isto €, sem a
incorporacao do fator de correcédo de 1,194, conforme proposto por Wu et al. (1990).
Deve-se destacar que os solos utilizados no presente estudo englobavam diferentes
sistemas de uso (cultivos anuais sob PD e PC, pastagens, sistemas integrados com
floresta e areas sob vegetacdo nativa), por isso, para a utilizacdo de equipamentos
de combustéo a alta temperatura para a determinacdo do CBM, recomenda-se a
equacao de regressdo y = 0,938 x (x = TOC e y = oxidacdo umida), para a
conversdo dos valores para oxidacdo Umida, o que facilita a comparacdo de

resultados e a sua interpretacao.
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4. CONCLUSOES

1. O método de combustdo em forno de alta temperatura detecta, em média,

6,3% mais C organico do que o método de oxidac&do umida.

2. A equacédo y = 0,938(x) é apropriada para a conversdo dos valores de C da
biomassa microbiana, determinados por combustéo a alta temperatura (x), em
valores determinados pelo método de oxidacdo umida (y), para Latossolos

argilosos de cerrado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo de parametros relacionados ao funcionamento da maquinaria
biologica do solo € fundamental para acessar a qualidade dos solos sob diferentes
praticas de manejo agricola (Zuber & Villamil, 2016, Mendes et al., 2015).

A grande dificuldade na inclusdo dos parametros microbiolégicos nas analises
de rotina de solo residia exatamente na dificuldade de interpretar os valores
individuais desses parametros.

Com o advento da primeira estratégia de interpretacdo de bioindicadores,
proposta por Lopes et al. (2013), e com o lancamento das primeiras tabelas de
interpretacdo para bioindicadores, a possibilidade da inclusdo dos parametros
bioldgicos nas analises de solo comecou a se concretizar.

Nesta tese de doutorado, foram avaliadas as possibilidades de unificacdo das
épocas de amostragem no campo e dos processos de pré-tratamento das amostras
(secagem a temperatura ambiente e peneiramento) para avaliacdes de microbiologia
e fertilidade de solo, gerando a amostra FERTBIO. Verificou-se que houve reducdes
significativas nos valores absolutos da maioria dos parametros avaliados (excecéo,
urease) quando a amostragem foi feita na fase de pds-colheita, ap6s secagem do
solo ao ar. Mesmo assim, nos Latossolos argilosos de Cerrado, sob culturas anuais
de gréos, as relacbes do CBM, B-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase,
desidrogenase, fosfatase alcalina e urease com o COS e com o rendimento
acumulado de grdos se mantiveram. Dessa forma, foi possivel gerar tabelas de
interpretacdo especificas, para a amostragem pos-colheita/solo seco, para esses

indicadores microbioldgicos.
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Além disso, foi desenvolvida a segunda aproximacdo da tabela de
interpretacdo do CBM, B-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase, para a fase de
floracdo/solo umido, com dados coletados durante dois anos de amostragens (2013
e 2015). Como a geracao das primeiras tabelas de interpretacdo dos bioindicadores
para os Latossolos da regido do Cerrado foi feita com dados coletados apenas em
um ano de observacdo, ficou evidente a importancia da continuidade desses
estudos, uma vez que parametros microbiolégicos, com alta variacdo ao longo do
tempo, poderiam comprometer o uso dessas tabelas. Cabe destacar que a
variabilidade anual € diferente da variacdo sazonal, relacionada a diferentes
estacdbes em um mesmo ano. Dessa forma, todos os trabalhos conduzidos nesta
tese envolveram amostragens realizadas em dois anos distintos; 2013 e 2015, de tal
forma que as tabelas aqui desenvolvidas incorporam fatores relacionados a
variabilidade anual, contribuindo para maior robustez. A contribuicdo do fator ano na
variancia dos indicadores microbioldgicos foi quantificada tanto para as amostragens
realizadas na fase de floracédo/solo umido, como para as amostragens feitas na fase
de pdés-colheita/solo seco. Observou-se uma baixa variabilidade anual das enzimas
arilsulfatase e B-glicosidase (capitulo 1), bem como do CBM e da desidrogenase
(capitulo 2) tanto na floragdo como na pés-colheita. No caso especifico das enzimas
B-glicosidase e arilsulfatase, essas caracteristicas, aliadas aos estudos que
comprovam sua eficacia no monitoramento de areas agricolas, corroboram a adoc¢ao
desses bioindicadores em andlises comerciais de solo como parametros indicadores
do seu biofuncionamento.

Como linha de pesquisas futuras, permanece a necessidade de ampliacao

das tabelas de interpretacdo dos bioindicadores para outras regibes com condi¢des

163



edafoclimaticas distintas das avaliadas no presente estudo (Latossolos argilosos da
regido do Cerrado). O estreitamento da amplitude entre as classes de intepretacao,
observado nas tabelas que usaram o conceito FERTBIO, pode representar uma
desvantagem no uso da amostra FERTBIO (uma vez que os limites entre as classes
ficam mais proximos). Assim, estudos futuros também deverédo validar esse novo
conceito com amostras coletadas em nivel de fazendas.

Além de estabelecer os valores de referéncia para os bioindicadores nos
Latossolos Vermelhos de Cerrado, 0 objetivo dessas tabelas interpretativas € o de
fornecer informacdes sobre a eficacia dos sistemas de producdo e/ou praticas de
uso da terra e de seus impactos sobre a qualidade do solo. Por exemplo, um valor
de teste “baixo” para os indicadores microbianos pode ser uma indicacdo de que
praticas de manejo inadequadas estejam sendo utilizadas. Para cada bioindicador,
esses limites criticos também podem ser entendidos como os valores desejaveis que
devem ser mantidos para o funcionamento normal do solo.

Para que os bioindicadores possam fazer parte de um conjunto de atributos
rotineiros de analises de solo, além de boa precisédo, sensibilidade e coeréncia, é
preciso que eles também sejam determinados através de metodologias que sejam
praticas, demandem pouca mao de obra e sejam de preco acessivel. Por isso, sdo
necessarios estudos como o do capitulo 3, onde foi avaliada a adocao de aparelhos
gue automatizem e padronizem as andlises do carbono da biomassa microbiana.

Finalmente, os resultados obtidos nesta tese, reforcam as chances de que,
em um futuro proximo, além dos atributos quimicos e fisicos, determinagbes das
propriedades microbioldgicas poderdo também fazer parte das rotinas de analises

de solo e de indices de qualidade de solo no Brasil.
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ANEXO A: DETALHAMENTO DOS EXPERIMENTOS ANALISADOS

O solo do experimento | possui textura muito argilosa. Esse experimento foi
instalado em 1994 com o objetivo principal de avaliagdo agrondmica de fontes
(superfosfato triplo granulado, fosfato natural de GAFSA, fosfato natural ARAD
parcialmente acidulado), modos de aplicacdo (lanco ou em sulco de plantio) e
diferentes doses de fésforo no solo. O delineamento experimental utilizado é de
blocos casualizados com trés repeti¢coes, em sistema de plantio direto e de preparo
convencional. As parcelas experimentais possuem 8 m x 4 m, com espacamento
entre linhas de 50 cm, 80 cm e 20 cm, para soja (Glycine max), milho (Zea mays) e
milheto (Pennisetum glaucum), respectivamente. A area foi desmatada no ano de
1976, permanecendo sem uso agricola até o ano de 1985, quando foi novamente
desmatada e cultivada com espécies de adubos verdes por trés anos (mucuna-
preta, guandu e crotalaria). A area permaneceu novamente sem cultivo até o ano de
1994, quando foi estabelecido o experimento. A andlise quimica e granulométrica
antes da implantacdo do experimento € apresentada na tabela A.1. A correcdo dos
niveis de acidez e fertilidade foi feita de acordo com as recomendac¢des de Sousa &
Lobato (2004), visando o alto rendimento de grdos. Cultivou-se soja do ano de 1994
até a safra de 2002/2003 sem a utilizacdo de plantas de cobertura. No ano de
2003/2004 cultivou-se milheto como planta de cobertura, repetindo o cultivo nos
anos seguintes, cultivando-se o milho (2004/2005) e a partir desse cultivo a

sucessao milho/soja.

Tabela A.1 - Analises quimicas e granulométricas do solo das trés areas

experimentais, na camada de 0 a 20 cm, antes da implantacdo dos experimentos.

pH H+Al Ca+Mg Alz* P K MOS Argila Areia Silte

Experimentos
H,O - cmol, dm™ ------ S TO s 11— (CL e —

I 54 5,27 442 0,08 10 435 28 640 270 90
Il 54 3,66 454 0,00 10,5 58,0 23 571 357 72
I 45 8,10 0,40 1,40 1,2 40,0 28 540 410 50
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O solo do experimento Il possui textura argilosa. O experimento foi instalado
em 1999 com o objetivo de avaliacdo de fontes (superfosfato triplo e fosfato natural
reativo), modos (lanco e no sulco de plantio) e doses de aplicacéo de P (0, 50 e100
kg P,Os ha') em area de elevada fertilidade (10,0 mg dm™ de P - Mehlich 1, na
camada de 0 a 20 cm). O delineamento experimental utilizado € de blocos ao acaso
em parcelas divididas, sendo que, nas parcelas, sao distribuidos aleatoriamente trés
sistemas de manejo: sistema de preparo convencional, constituido de uma aracao e
uma gradagem, realizadas imediatamente antes do plantio, tendo o milheto
(Pennisetum glaucum) como planta de cobertura (SPC milheto), sistema plantio
direto com milheto (SPD milheto) e sistema plantio direto com mucuna (Mucuna
aterrima) (SPD mucuna). Nas subparcelas, sdo aplicados os tratamentos de
adubacao fosfatada. Estas possuem area de 11 m x 4,5 m com espacamento entre
linhas de 0,45 m para soja, 0,75 m para o milho, 0,20 m para o milheto e 0,60 m
para a mucuna. A area foi convertida para o uso agricola no ano de 1976, sendo
utilizada para pastagem e producéo de graos por 20 anos. No ano de 1996, a area
foi novamente preparada e foram realizadas as analises quimicas e granulométrica
antes da implantacdo do experimento (Tabela A.1). A correcao dos niveis de acidez
e fertilidade foi feita de acordo com as recomendacdes de Sousa & Lobato (2004),
visando o alto rendimento de graos. Cultivou-se soja nos anos de 1996/1997 e
1997/1998, no ano de 1998/1999 cultivou-se milho, e a partir do ano 1999/2000 o
experimento foi iniciado, adotando-se a sucessdo soja-milho com plantas de
cobertura no inverno.

O solo do experimento Il possui textura argilosa. Este experimento foi
instalado em 1999 e tem como objetivo principal a avaliagdo agrondémica de trés
fontes de fosforo (superfosfato triplo granulado — STg, fosfato natural reativo — FNR
e mistura na propor¢ao 1:1 de superfosfato triplo microgranulado com fosfato natural
reativo — STmg + FNR), aplicadas na dose de 80 kg ha® em dois modos de
aplicacao (lanco na superficie do solo e sulco de semeadura) e em trés condicdes
iniciais de P no solo (condicao natural, corrigido com FNR e com STg, na dose de
240 kg ha™* de P,Os total), adotando-se o sistema de plantio direto como sistema de
preparo. O delineamento experimental é de blocos ao acaso, com trés repeticdes e

com estrutura fatorial completa. As parcelas possuem 11 m x 4,5 m, com
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espacamento entre linhas de 0,45 m para soja, 0,75 m para o milho e 0,20 m para o
milheto. A area foi convertida para o uso agricola em 1976, permanecendo sob
vegetacdo espontanea até o ano de 1999. Neste ano foram realizadas as analises
quimicas e granulométrica antes da implantacdo do experimento (Tabela A.1), e em
seguida a correcdo dos niveis de acidez e fertilidade de acordo com Sousa & Lobato
(2004). Cultivou-se soja nos dois primeiros anos (1999/2000 e 2000/2001), iniciando
a sucessao soja-milho no ano de 2001/2002, utilizando-se o milheto como planta de

cobertura de inverno.

Tabela A.2 - Mineralogia® do solo, na camada de 40 a 60 cm, antes da implantag&o

dos experimentos (Nunes, 2014).

Caulinita Gibsita Goethita Hematita Anatase
gkg*
634 195 61 108 17

1Calculado a partir dos teores de Si, Al, Fe, e Ti apés digestdo da argila com acido

fluoridrico em micro-ondas.
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ANEXO B: UMIDADE DAS AMOSTRAS

Tabela B.1 - Umidade das amostras de solo coletadas, em 2013, na fase de

floragao/solo umido.

Trat! Rep? Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%)

[EEN
=

29,53
30,67
29,83
29,75
29,72
29,93
30,69
31,00
29,26
30,22
29,31
30,32
30,84
31,07
31,39
34,23
34,58
34,38
36,02
32,24
33,86
30,39
32,15
30,95
28,40
29,86
29,81
30,16

O© © O 0w N~N~NOooooomor o b~ WWWDNDNDDNLERELEPRE
P WONPEFP WONEFPOWODNPWODNRPEPWODNMNPWODNEPODNMNPWDNEWDN

[EEN
o

10
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19

N

NP WONPWNPWNPWODNPWDNPWODNPWDNPWODNPEPW

32,61
31,57
28,84
30,43
31,64
29,63
30,79
28,74
29,32
31,46
32,59
28,90
31,22
30,86
28,92
28,48
28,46
28,24
31,30
30,35
28,42
33,10
33,27
25,50
23,63
25,75
25,38
29,72

19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
1Cer
1Cer
1Cer
2Cer
2Cer
2Cer
3Cer
3Cer
3Cer
4Cer
4Cer
4Cer

w

W NEFE WONPEFEPE WDNPEPEWODNPEPWODNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPEPWODNEWDN P

29,11
24,70
26,18
27,14
31,03
28,75
29,34
25,24
27,47
27,24
32,21
30,78
33,44
32,18
30,87
30,71
34,49
35,91
33,94
34,33
33,95
32,90
35,64
36,41
32,53
34,15
35,65
53,26

! Tratamento; 2 Repeticdo de cada tratamento; Cer: Cerrado.
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Tabela B.2 - Umidade das amostras de solo coletadas, em 2015, na fase de

floragao/solo umido.

Trat® Rep? Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%) Trat! Rep?

Umidade (%)

[EEN
=

29,94
30,86
21,84
31,28
30,68
31,06
31,06
31,36
30,85
31,53
31,05
30,20
30,43
31,20
31,01
32,75
34,17
27,10
32,31
33,61
34,06
32,28
31,17
32,37
27,77
28,68
29,09
25,80

O© © O 0w N~N~NOoOooOTo o AP WWWDNDNMNDDNLERELEPRE
P WONEFP WONEFEPOWONPWONRPEPWODNMNPWODNREPOWODNMNPWDNPEWDN

[EEN
o

10
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19

N

NP WNPWNPWONPWODNPWODNPWODNPWDNPWDNPEPW

30,06
30,20
29,49
30,70
32,74
32,46
32,19
31,00
32,79
34,50
33,03
28,99
31,07
34,77
30,15
30,56
31,03
30,58
30,17
0,00

29,65
33,03
34,19
26,97
25,21
26,61
27,49
29,90

19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
1Cer
1Cer
1Cer
2Cer
2Cer
2Cer
3Cer
3Cer
3Cer
4Cer
4Cer
4Cer

w

W NEFP WONPEFPF WDNPEP WODNPEPWODNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPWODNE WDN P

32,45
26,05
27,42
28,64
29,68
29,68
32,19
29,30
30,43
29,89
31,08
30,93
32,80
29,13
30,96
31,29
31,92
34,05
31,65
26,60
31,71
31,76
33,10
35,40
33,32
34,39
34,54
34,94

! Tratamento; 2 Repeticdo de cada tratamento; Cer: Cerrado.
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Tabela B.3 - Umidade das amostras de solo coletadas, em 2013, na fase de pos-

colheita/solo Umido.

Trat® Rep? Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%) Trat! Rep?

Umidade (%)

[EEN
=

20,72
21,61
19,68
22,11
21,12
19,85
21,38
21,50
21,74
22,04
20,71
22,25
22,65
21,30
20,84
28,26
30,49
28,88
24,62
30,50
29,83
28,61
29,27
28,66
17,70
20,46
20,87
23,65

O© © O 0w N~N~NOoOooOTo o AP WWWDNDNMNDDNLERELEPRE
P WONEFP WONEFEPOWONPWONRPEPWODNMNPWODNREPOWODNMNPWDNPEWDN

[EEN
o

10
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19

N

NP WNPWNPWONPWODNPWODNPWODNPWDNPWDNPEPW

24,56
23,48
22,06
23,90
26,30
23,11
24,47
23,06
24,36
26,13
26,47
23,38
26,43
26,05
22,41
20,86
19,61
24,31
24,69
25,18
24,42
26,14
24,42
16,14
14,92
16,51
22,04
24,88

19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
1Cer
1Cer
1Cer
2Cer
2Cer
2Cer
3Cer
3Cer
3Cer
4Cer
4Cer
4Cer

w

W NEFP WONPEFPF WDNPEP WODNPEPWODNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPWODNE WDN P

23,43
16,84
17,86
16,19
25,75
24,48
24,82
22,93
22,55
21,51
22,77
23,21
22,72
23,62
22,19
25,73
20,53
19,93
20,51
22,78
20,26
23,54
25,55
27,00
23,61
26,45
24,74
26,33

! Tratamento; 2 Repeticdo de cada tratamento; Cer: Cerrado.
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Tabela B.4 - Umidade das amostras de solo coletadas, em 2015, na fase de pés-

colheita/solo Umido.

Trat® Rep? Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%) Trat! Rep?

Umidade (%)

[EEN
=

14,25
17,44
17,42
16,81
17,18
17,32
16,97
17,06
17,05
17,12
16,89
17,62
15,66
17,63
17,24
18,90
20,29
20,14
17,63
19,72
20,22
24,08
23,30
23,12
16,51
18,07
18,76
18,83

O© © O 0w N~N~NOoOooOTo o AP WWWDNDNMNDDNLERELEPRE
P WONEFP WONEFEPOWONPWONRPEPWODNMNPWODNREPOWODNMNPWDNPEWDN

[EEN
o

10
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19

N

NP WNPWNPWONPWODNPWODNPWODNPWDNPWDNPEPW

20,94
21,44
17,84
20,82
22,43
17,44
18,26
17,27
20,24
21,17
22,79
19,60
21,52
22,77
16,80
16,74
17,79
18,39
18,00
18,39
17,86
20,14
19,92
15,58
14,53
13,84
19,49
21,24

19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
1Cer
1Cer
1Cer
2Cer
2Cer
2Cer
3Cer
3Cer
3Cer
4Cer
4Cer
4Cer

w

W NEFP WONPEFPF WDNPEP WODNPEPWODNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPWODNE WDN P

22,40
15,20
16,11
16,06
22,15
20,03
23,15
20,19
20,90
19,72
21,77
21,84
21,15
21,11
20,54
21,64
20,08
24,02
23,47
21,30
22,34
21,60
28,08
26,34
27,26
26,82
25,99
26,81

! Tratamento; 2 Repeticdo de cada tratamento; Cer: Cerrado.
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Tabela B.5 - Umidade das amostras de solo coletadas, em 2013, na fase de pés-

colheita/solo umido, apds a secagem ao ar (pos-colheita/solo seco).

Trat® Rep? Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%) Trat! Rep?

Umidade (%)

[EEN
=

2,48
2,81
2,05
2,28
2,73
2,70
0,32
2,61
2,29
3,82
3,16
2,15
3,14
2,38
2,41
4,22
3,22
4,46
2,26
3,63
2,27
2,22
2,81
2,45
2,14
2,44
2,18
2,63

O© © O 0w N~N~NOoOooOTo o AP WWWDNDNMNDDNLERELEPRE
P WONEFP WONEFEPOWONPWONRPEPWODNMNPWODNREPOWODNMNPWDNPEWDN

[EEN
o

10
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19

N

NP WNPWNPWONPWODNPWOWDNPWODNPWDNPWDNPEPW

2,57
2,17
2,31
2,36
2,19
2,25
3,91
2,14
2,35
3,16
2,23
2,55
2,87
2,82
2,20
3,47
2,75
4,28
3,20
3,78
5,02
2,88
2,45
1,98
2,20
2,34
2,21
2,08

19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
1Cer
1Cer
1Cer
2Cer
2Cer
2Cer
3Cer
3Cer
3Cer
4Cer
4Cer
4Cer

w

W NEFP WONPEFPF WDNPEP WODNPEPWODNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPEPWODNPE WDN P

2,17
1,94
2,30
2,06
4,35
2,30
2,80
2,95
2,21
2,27
5,54
3,14
2,79
3,36
2,13
2,31
2,55
2,72
2,52
2,25
2,57
2,42
3,35
3,17
3,11
5,81
2,93
3,35

! Tratamento; 2 Repeticdo de cada tratamento; Cer: Cerrado.
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Tabela B.6 - Umidade das amostras de solo coletadas, em 2015, na fase de pés-

colheita/solo umido, apés a secagem ao ar (pos-colheita/solo seco).

Trat® Rep? Umidade (%) Trat® Rep?

Umidade (%) Trat! Rep?

Umidade (%)

[EEN
=

6,31
4,83
4,86
4,54
7,13
6,28
6,34
5,79
6,00
6,56
7,53
7,95
5,52
7,87
7,37
7,53
7,01
7,33
4,05
7,01
6,46
0,00
11,68
8,92
6,43
8,91
9,69
9,42

O© © O 0w N~N~NOoOooOTo o AP WWWDNDNMNDDNLERELEPRE
P WONEFP WONEFEPOWONPWONRPEPWODNMNPWODNREPOWODNMNPWDNPEWDN

[EEN
o

10
10
11
11
11
12
12
12
13
13
13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19

N

NP WNPWNPWODNPWODNPWDNPWODNPWDNPWDNPEPW

10,48
8,68
7,62
7,05

11,08
7,40

10,47
5,70
6,53
8,69
6,48
8,97
7,49
8,74
5,27
2,64
4,41
7,01
6,50
3,98
6,81
9,50
6,41
6,81
4,78
4,66
6,76
7,44

19

1Cer
1Cer
1Cer
2Cer
2Cer
2Cer
3Cer
3Cer
3Cer
4Cer
4Cer
4Cer

w

W NEFP WONPEFPF WDNPEPE WODNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPWODNMNPEPWODNE WDN P

6,90
4,62
7,83
4,00
6,59
9,42
10,61
8,83
7,35
29,04
6,32
7,79
10,44
13,23
12,29
9,15
6,52
9,20
11,47
9,92
12,16
6,49
13,64
8,90
9,14
11,56
11,01
11,79

! Tratamento; 2 Repeticdo de cada tratamento; Cer: Cerrado.
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ANEXO C: DADOS METEREOLOGICOS
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Figura C.1 - Pluviosidade mensal acumulada observada de 2012 a 2015 (dados de

2015 aferidos até o més de setembro).
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Figura C.2 - Radiagdo mensal média observada de 2012 a 2015 (dados de 2015

aferidos até o més de setembro).
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Figura C.3 - Temperatura mensal média observada de 2012 a 2015 (dados de 2015

aferidos até o més de setembro).
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Figura C.4 - Umidade relativa mensal média observada de 2012 a 2015 (dados de

2015 aferidos até o més de setembro).
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