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RESUMO

Substancia humica e seu efeito em atributos quimicos e bioldgicos do solo e na producao
vegetal

A matéria organica do solo (MOS) é composta de uma mistura complexa e
heterogénea de compostos organicos, sendo as substancias humicas (SH) a fracdo mais
recalcitrante da MOS. As SH tém grande influéncia sobre as propriedades quimicas e
bioldgicas do solo, contribuindo como fonte de energia para microrganismos e também
contribuindo com a disponibilidade de nutrientes. Além disso, as SH podem contribuir de
forma expressiva para o desenvolvimento e producdo das plantas cultivadas. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade e diversidade da comunidade bacteriana do solo,
a disponibilidade de nutrientes e a produtividade da cultura de trigo apds aplicacdo de doses
crescentes de SH. Dois experimentos foram montados e avaliados, sendo um ensaio de
incubagcdo com um solo arenoso e outro um experimento de casa de vegetacdo com plantas de
trigo em dois solos tropicais distintos (textura arenosa e argilosa). Houve um estimulo a
atividade microbiana em ambos os experimentos, sendo este estimulo transitorio, o que
provavelmente ocorreu devido a um efeito priming provocado pela adi¢do de SH. No entanto
ndo houve alteracdo na estrutura da comunidade bacteriana pela adi¢do de SH, o que pode ser
devido ao fato de ser um material recalcitrante e ja presente no solo. Também houve aumento
na disponibilidade de fosforo, potassio, calcio e nitrogénio, bem como da CTC, tanto em solo
arenoso quanto argiloso, expressando o efeito das SH na melhoria das propriedades quimicas
de solos tropicais. Além disso, um efeito significativo foi visto em parametros relacionados a
produtividade do trigo. Houve aumento de massa seca de raizes e parte aérea, além de
aumento no peso e numero de grdos, o que pode se refletir em aumento consideravel de
produtividade. Esses resultados sdo importantes por mostrarem que mesmo a fracdo mais
recalcitrante da MOS pode influenciar positivamente aspectos quimicos e biolégicos do solo,
contribuindo com a melhoria do sistema de producdo e também com maiores produtividades
vegetais.

Palavras-chave: Acidos organicos; Atividade biologica; Ciclagem de nutrientes;
Disponibilidade de fdosforo
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ABSTRACT

Humic substances and their effects on soil chemical and biological attributes and plant
production

The soil organic matter (SOM) is composed of a complex and heterogeneous mixture
of organic compounds, in which the humic substances (HS) are considered to be the most
recalcitrant fraction. HS have great influence on chemical and biological soil properties,
contributing as energy source for microorganisms and as nutrient reservoir for plants.
Furthermore, HS can contribute significantly to the development and production of crop
plants. Therefore, the objective of this study was to evaluate the activity and diversity of the
soil bacterial community, nutrient availability and productivity of a wheat crop after
application of increasing doses of HS. For this purpose, two experiments were performed and
evaluated, one is an incubation essay with a sandy soil and the other a greenhouse experiment
with wheat plants using two distinct tropical soils as substrates (sandy and clayey). Microbial
activity was stimulated in both experiments, and this transient stimulus may have been due to
a priming effect caused by the addition of HS. However, there was no change in the bacterial
community structure which may be due to the fact that HS is a recalcitrant material and
already present in the soil. Nevertheless, we found an increase in the availability of
phosphorus, potassium, calcium and nitrogen, as well as in the CEC in both, sandy and clayey
soils, showing that HS do improve chemical properties of tropical soils. Furthermore, we
found a significant effect on wheat productivity related parameters. There was an increase of
dry weight of roots and shoots, as well as increased weight and number of grains, which may
be reflected in a significant increase in productivity. These results are important because they
show that even the most recalcitrant SOM fraction can positively influence soil chemical and
biological aspects, contributing to the improvement of the production system and also to
higher plant productivity.

Keywords: Organic acids; Biological activity; Nutrient cycling; Phosphorus availability
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1 INTRODUGCAO

O solo deve ser visto como um sistema dindmico e complexo, que envolve aspectos
fisicos, quimicos e bioldgicos, que interagem entre si proporcionando o desenvolvimento das
plantas e de organismos que ali habitam. Neste sentido, a matéria orgénica do solo, mais
especificamente as substancias humicas, tém papel fundamental no equilibrio deste sistema.

A matéria organica do solo (MOS) se refere a um conjunto altamente heterogéneo de
diversos compostos carbonaceos, desde acglcares facilmente mineralizaveis a produtos mais
complexos e recalcitrantes, sendo as substancias humicas (SH), principalmente humina e
acidos humicos, as formas de carbono mais recalcitrantes da MOS, com persisténcia de
centenas de anos (PICCOLO, 1996). As SH interagem com todos os atributos do solo,
podendo melhorar a agregacao do solo, a retencdo de agua, a disponibilidade de nutrientes e
sua absorcdo pelas plantas, contribuindo com a CTC (PICCOLO, 2001; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2007). Além disso, servem como fonte de energia para 0s microrganismos do
solo, regulando assim a disponibilidade de nutrientes no solo. Além disso, essas substancias
podem ter efeitos diretos nas plantas, influenciando sua atividade celular e,
consequentemente, seu desenvolvimento e produtividade. No entanto, as SH tém
caracteristicas complexas e variadas, o que dificulta o completo entendimento de sua
dindmica no solo e sua interacdo com a producéo das plantas.

Além disso, a MOS e as SH estdo diretamente relacionadas a produtividade de culturas
de interesse econdmico. Por ser uma fonte de nutrientes e favorecer a manutencdo da
atividade biologica no solo, esses dois fatores em conjunto sdo capazes de regular a ciclagem
de nutrientes no solo e, assim, influenciar de maneira positiva, na aquisi¢cdo de nutrientes
pelas plantas e, consequentemente, a sua producao.

A estrutura do solo, a atividade bioldgica e a disponibilidade quimica sdo as trés
maiores propriedades e processos do solo afetados diretamente pela MOS (PICCOLO, 2001).
Por este motivo, entender a dindmica das SH e sua implicagdo nos diversos compartimentos
do solo é tdo relevante para a compreensdo da ciclagem de nutrientes e produtividade das
culturas. Além disso, hd um interesse evidente no efeito fisioldgico que esses acidos organicos
podem exercer sobre as plantas, com consequente aumento de massa aérea, raizes e

produtividade.
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1.2 Reviséo bibliografica

1.2.1 As substancias humicas

A MOS se refere a todo material organico depositado ou presente no solo, tais como a
liteira, a biomassa microbiana do solo, os lixiviados organicos das plantas e as SH, sendo esta
a fracdo mais recalcitrante e abundante no solo (MARINARI et al., 2010; PICCOLO, 1996;
STEVENSON, 1994). No entanto, a meia vida dos diferentes constituintes organicos varia de
um curto periodo até milhares de anos (STEVENSON; COLE, 1999). Sendo assim, ha uma
tendéncia crescente em simplificar a divisdo da MOS em dois pools maiores, um pool ativo,
onde a taxa de retorno do C é de algumas décadas e um pool passivo, com uma taxa de
retorno do C muito maior, chegando a centenas de anos (PICCOLO, 1996). Stevenson (1994)
dividiu a matéria organica do solo em dois grandes grupos, denominados substancias humicas
e substdncias ndo-humicas. As substancias ndo-hdmicas sdo aquelas que apresentam
caracteristicas definidas e distinguiveis bioquimicamente, tais como aminoacidos,
carboidratos, ceras, gorduras, entre outros, enquanto que as substancias humicas sdo aquelas
cuja caracteristica quimica € mais complexa e indefinida, com cadeias de alto peso molecular.
Uma das mais completas descricdes para SH é a de que sdo compostos organicos
heterogéneos, de coloracdo escura e produzidos a partir de subprodutos do metabolismo
microbiano (SUTTON; SPOSITO, 2005).

As SH sdo formadas por uma complexa mistura de moléculas de diferentes tamanhos.
Sua origem é a partir de reacdes quimicas e bioquimicas que ocorrem durante o processo de
decomposicdo de materiais organicos (IHSS, 2007; MUSCOLO; SIDARI; NARDI, 2012). As
grandes diferencas existentes na composicao e conformacédo das SH podem estar relacionadas
a sua formacdo. Neste sentido, a formacdo e as transformagdes da MOS é um processo longo
e complexo que envolve ndo somente a natureza quimica de diferentes compostos organicos,
mas também tem influéncia direta do grau de alteracdo do solo. Tanto a adicdo de material
organico fresco, como as alteragdes no uso e manejo do solo séo responsaveis pela natureza
Unica e a reatividade das SH, ditando a influéncia da MOS nas propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas do solo (PICCOLO, 1996).

Existem descritos na literatura varios mecanismos de formacdo das substancias
himicas. Todos eles envolvem acdo microbiana sobre o residuo inicial e incorporacdo de
compostos nitrogenados durante o processo de formacdo das SH (STEVENSON, 1994,

PICCOLO, 2001). De acordo com Stevenson (1994), podem ocorrer quatro principais vias de
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formacdo das substancias hamicas, dependendo das caracteristicas predominantes do
ambiente (Figura 1): a partir de agucares, polifenois, lignina e ligninas modificadas. A via de
formacdo a partir de ligninas modificadas é a teoria classica e ocorreria apds perda de
metoxila e oxidacao de cadeias laterais alifaticas. Ja a formacdo a partir de lignina ocorreria a
partir da transformacéo de aldeidos e acidos fendlicos a quinonas durante o ataque microbiano
em solos mal drenados, enquanto que a formacdo de SH a partir de polifendis ocorreria
principalmente em solos florestais, onde os residuos da serapilheira possuem alta
concentracdo deste composto. Esta via ndo envolve a lignina, sendo a fonte de C qualquer
outro composto (como celulose, por exemplo). Durante a decomposicdo microbiana, o
polifenol é oxidado via enzimas a quinona e convertido a SH. Quanto a formacdo via
acucares, essa € uma proposta mais recente que as anteriores, baseando-se na polimerizagédo
ndo enzimatica de aclcares e aminoacidos e, como sdo produtos de facil assimilacdo pela
microbiota, este processo ocorreria em solos com baixa atividade microbiana (PICCOLO,
2001).

‘ Residuos organicos %

__( Transformagdo microbiana )

— .Q,,,/) H N Ligninas modificadas
¥ \ {
\
’ N
/" Produtos da decomposicdo
de ligninas {

Aglcares ) Polifendis ) ‘ Compostos ‘

nitrogenados

/ Quinonas \

/ Quinonas \

\\\ /,/ &

[/' Substancias htmicas |

Adaptado de Stevenson, 1994
Figura 1 — Vias de formagéo das substancias humicas

Apesar de cada via de formacdo apresentar caracteristicas distintas e predominar em
determinados ambientes, variando devido a condi¢fes de clima, solo e vegetacdo, deve-se
ressaltar que todos os mecanismos podem ocorrer de maneira simultanea em maior ou menor
grau, acarretando nas grandes diferencas estruturais das SH no solo (PICCOLO, 2001;
STEVENSON, 1994).
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Toda essa diversidade e complexidade na formacdo das SH desperta o interesse da
comunidade cientifica em estudar a composicdo e as propriedades das SH originadas de
diversos ambientes, além de estudos sobre os efeitos que as SH de diferentes origens podem
ter sobre atributos do solo e das plantas (CANELLAS et al., 2012; GUIMARAES et al., 2013;
NARDI et al., 2000; NARDI et al., 2007).

Devido aos diversos caminhos de formacdo e consequente heterogeneidade das SH,
ainda ha muita discussdo sobre a composic¢ao quimica e principalmente sobre sua estrutura,
existindo vérias propostas descritas na literatura. Essa heterogeneidade e diversidade na
formacdo e nos materiais de origem faz com que este tema seja bastante controverso na
literatura e também bastante discutido entre os pesquisadores da area, ndo havendo um
consenso geral mesmo apds longos anos de estudos sobre as SH.

A estrutura proposta para as SH mais aceita pela Sociedade Internacional de
Substancias Hamicas (IHSS) era a de uma macromolécula, se assemelhando a um grande
polimero, formado a partir dos processos ja descritos (STEVENSON, 1994). No entanto,
estudos recentes tém demonstrado e vem descrevendo outras estruturas para as substancias
himicas (CANELLAS et al., 2005). Wershaw (1993) descreveu uma estrutura micelar para as
SH. Neste caso, a macroestrutura seria apenas aparente, visto que se origina da associacdo de
pequenas espécies moleculares com caracteristica polar e apolar (micelar), com ligacdes
fracas unindo diversas moléculas. Essa estrutura seria formada a principio pela degradacao de
moléculas como lipideos e ligninas, de forma a manter boa parte da estrutura inicial da
molécula, mas com uma despolimerizacdo e consequente formacdo de uma molécula
anfifilica (com uma parte polar e outra apolar), sendo a apresentacdo grafica da molécula
semelhante a estrutura de uma membrana celular. A agregacdo de varias micelas e sua
interacdo com os minerais do solo seriam o constituinte do himus (CANELLAS et al., 2005).

Ja os trabalhos de Piccolo e colaboradores tém introduzido um novo conceito para a
estrutura das SH, o qual vem ganhando forca entre a comunidade cientifica. Neste caso, a
estrutura das SH seria uma associacdo supramolecular, formada pela aglomeracdo de
moléculas organicas simples, resultantes da degradacdo microbiana e da sintese da lignina.
Isso resultaria em uma conformacdo mais simples das substancias himicas, estabilizadas por
pontes de hidrogénio e/ou interacbes hidrofdbicas, sendo essas ligacGes responsaveis pelo
grande tamanho molecular aparente das substancias humicas (CONTE; PICCOLO, 1999;
PICCOLO, 2001). Materiais menos recalcitrantes, produtos da atividade bioldgica e dos

residuos de plantas também sdo constantemente incorporados nas fragdes mais estaveis da
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MOS. Sendo assim, as interacdes hidrofobicas entre as substancias himicas parecem ser as
responsaveis pela maior resiliéncia das substancias himicas no solo, protegendo esses
materiais da degradacdo microbiana e aumentando seu tempo de residéncia no solo
(MARINARI et al., 2010). Além disso, pode haver uma estabilizacdo dos compostos
organicos por particulas minerais do solo, o que reduziria o ataque microbiano a esse
composto, podendo incorporé-lo a MOS mais recalcitrante (MILTNER et al., 2012). Essa
estrutura foi proposta baseada em estudos de acidos humicos por cromatografia de exclusdo
por tamanho, onde 0s autores notaram comportamentos e rearranjamentos mais relacionados a
uma associacdo molecular do que a um polimero (CONTE; PICCOLO, 1999). Assim, a
estrutura das SH seria variavel, de acordo com o ambiente e as interagdes que nele ocorrem.
Este novo conceito de associa¢do supramolecular vem ganhando forcas devido aos avangos
dos estudos na area, através de técnicas como espectroscopia, microscopia e pirdlise
(MUSCOLO; SIDARI; NARDI, 2012). Neste sentido, alteracGes no solo, com mudancas na
disponibilidade de nutrientes e no pH alterariam a conformacgdo das substancias hdmicas,
resultando assim nas diferencas que existem entre essas substdncias quando extraidas de
diferentes ambientes. Além disso, alteracbes no tipo de manejo do solo, como de
convencional para organico também podem causar diferencas na estrutura das SH, uma vez
gue 0 manejo organico aumenta a quantidade de compostos hidrofébicos, como lipideos,
resultando em um maior acimulo da MOS bem como na repeléncia & &gua e maior
estruturacdo do solo (MARINARI et al., 2010).

1.2.2 Fracionamento da MOS

Para diversos estudos, faz-se necessario o fracionamento da MOS a fim de se avaliar a
dindmica do carbono no solo. O fracionamento pode servir como indicador da qualidade da
MOS medida pela sua recalcitrancia (através da relagdo entre os acidos humicos e fulvicos),
para avaliagdo do manejo do solo (por meio das caracteristicas espectrométricas das diferentes
fragdes) e também para estudos sobre a estimulacdo do crescimento vegetal (CANELLAS et
al.,, 2006; CANELLAS et al., 2002;). Para tanto, varios métodos podem ser utilizados,
dependendo do objetivo, podendo ser um método fisico (cuja separagdo das fragBes se da pelo
tamanho das particulas) e métodos quimicos que, de modo geral, separam as fracGes de
acordo com a sua solubilidade em meio acido ou alcalino (PICCOLO, 2001; STEVENSON,
1994).
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No fracionamento quimico classico, hd uma divisdo operacional das fracdes mais
recalcitrantes da MOS em trés principais fragGes: &cidos falvicos, acidos himicos e humina,
sendo baseada na solubilidade em meio &cido ou alcalino, sendo que suas caracteristicas
quimicas ndo diferem substancialmente (PICCOLO, 1996). Essas fracdes sdo obtidas de
acordo com sua solubilidade em &cido/base. Pela sua solubilidade, os &cidos fulvicos podem
ser considerados uma associacdo de pequenas moléculas hidrofilicas na qual existem grupos
funcionais &cidos suficientes para manter os conjuntos fllvicos dispersos em solucdo a
qualquer faixa de pH. Ja os &cidos hdmicos sdo compostos por associacfes de compostos
predominantemente hidrofébicos, que sao estabilizados a um pH neutro por forcas dispersivas
hidrofobicas (Van der Walls e ligagdes CH). Em valores baixos de pH ocorrem alteragdes na
conformacéo da estrutura e aumento das ligacdes intermoleculares de H, que aumentam seu
tamanho permitindo a precipitacdo dessa fracdo (PICCOLO, 1996; PICCOLO, 2001).

A baixa hidrofobicidade e a elevada quantidade de cargas negativas dos &cidos
falvicos, em relagdo aos acidos humicos, ndo suporta uma grande quantidade de interaces
hidrofébicas, o que faz com que se observe um tamanho molecular aparentemente menor do
que a dos acidos humicos (SUTTON; SPOSITO, 2005). No caso da humina esta é insolUvel
tanto em meio &cido quanto alcalino, o que ndo quer dizer que no solo coexistam essas trés
distintas formas de substancias humicas (PICCOLO, 2001; STEVENSON, 1994; SUTTON;
SPOSITO, 2005).

Por outro lado, existe um método de fracionamento quimico onde ha o interesse de
dividir em fragcdes o carbono mais labil do solo, sendo que € utilizada a metodologia proposta
por Walkey e Black (1934) adaptado por Chan, Bowman e Oates (2001), que consiste na
oxidacgéo do C organico pelo dicromato de potassio em meio com diferentes concentracdes de
acido sulfurico, o que permite a obtencdo de 3 principais fragbes: C labil, C moderadamente
labil e C resistente. Esse método torna-se interessante do ponto de vista de manejo e qualidade
do solo a curto e médio prazos, uma vez que indica alteracdes que venham a ocorrer em
fragbes mais oxidaveis do carbono no solo, enquanto que o método descrito anteriormente
visa as alteracbes ocorridas em fragdes mais recalcitrantes. Como a ciclagem do C
recalcitrante é mais lenta, as fracGes oxidaveis tornam-se indicadores mais sensiveis das
modificagdes do C no solo (CHAN; BOWMAN; OATES, 2001), podendo ter maior relagdo
com a atividade microbiana do que as fragdes mais estabilizadas. Além disso, Chan, Bowman
e Oates (2001) observaram uma alta correlagdo entre as fracdes oxidaveis de C com a

estabilidade dos agregados do solo e também com o aumento no teor de N. Piccolo (1996)
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também afirma que a maior estabilidade de agregados do solo estd mais relacionada com a
fracdo leve das SH, ou seja, a fracdo mais l&bil do C do solo.

No entanto, apesar destas técnicas auxiliarem na analise e interpretacdo dos dados e
inferirem sobre os efeitos do manejo da area na qualidade e manutencdo da MOS, deve-se
ressaltar que a separacdo da MOS do solo em fracGes é simplesmente operacional e didatica e
realizada de forma a facilitar o entendimento deste assunto tdo complexo. No solo estas
fracbes sdo interligadas e atuam no equilibrio e dindmica do sistema de forma conjunta e

integrada.

1.2.3 Efeito das SH em atributos fisicos e quimicos do solo

As SH séo responsaveis pela formacdo de complexos organo-minerais com as argilas,
aumentando a estabilidade dos agregados do solo e favorecendo a aeracdo e manutencdo da
estrutura do solo (DAL FERRO et al., 2012). O manejo organico do solo aumenta seus
componentes hidrofébicos, o que se relaciona de forma positiva ndo s6 com o aumento de C
organico, mas também com os agregados do solo e a repeléncia a agua (MARINARI et al.,
2010). De modo geral, compostos organicos com carater hidrofobico sdo menos suscetiveis ao
ataque microbiano, fato este que favorece a manutencdo das SH no solo. Djajadi, Abbott e
Hinz (2012) observaram maior estabilidade de macroagregados em solo arenoso quando
houve adicdo de matéria organica. Estes autores encontraram também interacdo entre o teor
de argila e teor de C, visto que com o aumento do C e maior teor de argila ha incremento mais
expressivo na estabilidade dos macroagregados do solo.

As substancias humicas contribuem de maneira significativa para melhoria nos
atributos quimicos do solo, uma vez que favorecem o aumento de cargas, auxiliam nas
reacOes do solo, na formacgéo de quelatos e complexos organo-minerais, além de favorecer a
ciclagem de nutrientes e controlar sua disponibilidade no solo. Solos tropicais sdo, de modo
geral, altamente intemperizados, como o caso dos solos brasileiros. Estes solos sdo bastante
dependentes das substancias humicas, pois geralmente sdo pobres e possuem baixa
capacidade de troca cationica (CTC), tornando a estabilizacdo da MOS mais importante em
solos tropicais do que temperados (ZECH; SENESI; GUGGENBERG, 1997). Além disso, as
SH contribuem com o aumento das cargas dependentes de pH do solo, que sdo altamente
influenciadas pelo uso e manejo do solo.

No ambiente, a MOS funciona como &cido fraco, agindo como par conjugado

acido/base. A diversidade quimica dos componentes da matéria organica esta relacionada a
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sua diversidade de grupamentos funcionais, permitindo que a matéria organica tenha uma
acdo tamponante no solo em uma ampla faixa de pH (SILVA; MENDONCA, 2007). Neste
sentido, a maior ou menor contribuicdo da MOS nas reacdes do solo estd diretamente
relacionada a sua formacéo e grau de humificacdo. Estes fatores também estdo relacionados
com a formacdo de quelatos com cations como Cu, Zn, Mn e também com a interacdo entre as
SH e o Al e Fe do solo. Além disso, as préaticas de cultivo e 0 manejo do solo podem
contribuir com o maior ou menor grau de humificacdo das SH, interferindo nas suas
propriedades e, consequentemente, na sua interacdo no solo. Nos solos tropicais, a formacéo
de cargas € decorrente de substitui¢cdo isomorfica das argilas, da ionizacdo do grupamento OH
das argilas e da geracdo de cargas dependentes de pH (PICCOLO, 1996, VERLINDEN et al.,
2009). Como nos solos altamente intemperizados as cargas fixas, geradas por substituicao
isomérfica das argilas, sdo relativamente baixas, a MOS tem grande contribuicdo no aumento
da CTC do solo, chegando a contribuir com até 70% da CTC total do solo. As interacfes
hidrofébicas da MOS podem explicar sua alta quantidade de cargas reativas, devido a baixa
quantidade de cations polivalentes e a protonacdo de grupos funcionais (VON LUTZOW et
al., 2008).

Baldotto et al. (2007) verificaram aumento da atividade redox dos &cidos hiumicos com
0 aumento do grau de humificagdo dos mesmos, ou seja, um aumento de grupos funcionais
fendlicos, quinonas e semiquinonas na sua estrutura. Os acidos himicos representam uma
fracdo intermediaria do processo de humificacdo durante o qual os grupamentos fendélicos sdo
oxidados a quinonas que se estabilizam durante o processo de humificacdo, sendo que esses
grupamentos possuem uma importante contribuicdo na transferéncia de elétrons dos AH
(BALDOTTO et al., 2008). Baldotto et al. (2008) observaram que a preservacdo da materia
orgénica (associada ao seu maior grau de humificacdo) aumentou a capacidade de troca
catibnica (CTC) e dos teores de nutrientes, ocasionando uma reducdo do ponto de carga zero
do solo (PCZ). Segundo esses autores, a reducdo do PCZ se deve principalmente a adsorcao
de &nions organicos nos sitios de carga positiva dos minerais de argila, e ainda ressaltam que
este efeito € maior em solos intemperizados e com predominéncia de Oxidos de ferro e
aluminio.

A MOS representa uma fonte importante de nutrientes sendo responsavel, por
exemplo, por aproximadamente 95% do N organico presente nos solos, sendo este nutriente
um dos mais dependentes da ciclagem da MO, alem de funcionar como regulador dessa

ciclagem (KNICKER, 2011). A ciclagem do N € determinada pela competicdo entre plantas e
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microrganismos, sendo estes responsaveis pela mineralizacdo do N organico e, dependendo
das condic¢es do meio, pela imobilizacdo de parte do N mineral do solo. Porém, nem todo N
organico passa pelo processo de mineralizagdo, sendo que este N pode ser diretamente
incorporado nas fracdes mais recalcitrantes da MOS (KNICKER, 2011). E estimado um
actimulo de 60 Tg N ano™ nos sistemas terrestres, demonstrando assim a importancia da MOS
na manutencdo deste elemento no solo (KNICKER, 2011; GALLOWAY et al., 2004). Além
disso, o N pode favorecer ou reduzir a decomposicdo de compostos organicos. A adicdo de N
mineral pode favorecer, em curto periodo, a decomposicdo de carboidratos, mas, em longo
prazo, pode reduzir a decomposicdo de compostos mais recalcitrantes, como a lignina
(KNICKER, 2011). Essa supressdo pode ser pela producdo de compostos tdxicos ou inibi¢do
de enzimas lignoliticas, ou ainda pelo sequestro do N em compostos mais recalcitrantes e
inacessiveis a microbiota do solo (BINI et al., 2013; KNICKER, 2011; TRESEDER et al.,
2008).

Outro nutriente que tem sua disponibilidade alterada pela MOS é o P, principalmente
em solos tropicais intemperizados, onde grande parte do P se encontra fortemente adsorvido
aos oxidos e hidroxidos de Fe e Al (GUPPY et al., 2005; PAVINATO; ROSOLEM, 2008).
Como grande parte dos acidos organicos tem carater aniénico, pode ocorrer competicao entre
esses 4cidos orgénicos e os nutrientes anidnicos, como no caso dos fosfatos, pelos mesmos
sitios de adsorcéo, 0 que aumentaria a disponibilidade de P e demais nutrientes aniénicos na
solucdo do solo (OBURGER; JONES; WENZEL, 2011; PAVINATO; ROSOLEM, 2008;
ANDRADE et al., 2003).

Os acidos organicos mais ativos no solo séo citrico, oxalico, glucénico, latico e malico
(GUPPY et al., 2005). No entanto, acidos fulvicos e humicos também podem cumprir papel
semelhante na disponibilidade de P. Estes acidos podem reduzir a adsor¢do de P por meio de
um mecanismo de competicdo pelos mesmos sitios de adsor¢do das argilas, o que resulta no
aumento da concentracao de P na solucdo do solo (GUPPY et al., 2005; HUNT et al., 2007).
Além desse efeito, os acidos organicos podem formar complexos organometalicos,
principalmente com o Fe e o Al, o que também acarreta em reducdo na adsor¢cdo do P
(GUPPY et al., 2005; SPOSITO, 1989). Acidos organicos de alto peso molecular e de alta
complexacdo, como os acidos humicos, podem persistir por maiores periodos no solo, devido
a sua recalcitrancia, o que poderia aumentar o efeito de maior disponibilidade do P
(PAVINATO; ROSOLEM, 2008). Em trabalho de Andrade et al. (2003), a adi¢do de acidos
organicos, dentre eles os &cidos humicos, acarretou em diminuicdo da adsor¢do do P e
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consequente aumento da sua concentracdo na solucdo do solo. Guppy et al. (2005)
demonstraram que os &cidos humicos e falvicos reduziram a adsor¢édo de fosforo em até 63%
em Oxissolos.

No entanto, deve-se ressaltar que a reducao na adsorcéo do P é dependente da natureza
e composicdo dos acidos organicos, de sua concentracdo e persisténcia no solo, assim como
do pH e da composi¢do mineral do solo (HUNT et al., 2007; STEVENSON, 1994). No caso
de solos intemperizados, deve-se levar em consideracdo ainda a questdo das cargas que sao
dependentes do pH, que podem influenciar diretamente a dindmica do P do solo. Assim, a
acidificacdo do solo pode resultar tanto na adsor¢édo do fosforo quanto na solubilizacdo deste,
dependendo das condi¢es do meio. Por um lado, a acidificacdo do solo pode resultar em um
aumento de cargas positivas das superficies dos 6xidos de carga varidvel, o que possibilita
uma maior afinidade destas superficies pelo P. Por outro lado, a acidificacdo pode aumentar a
solubilidade de minerais de Fe e Al, resultando na liberacdo do P adsorvido nesses minerais
(OBURGER; JONES; WENZEL, 2011)

1.2.4 Efeito das SH em atributos biologicos do solo

A atividade, crescimento e estrutura da comunidade microbiana podem ser alterados
pela disponibilidade e qualidade do substrato (DILLY, 2004). Enzimas extra-celulares podem
se associar a matéria organica do solo através de uma combinacdo de mecanismos (troca
ibnica, aprisionamento fisico na estrutura de &cidos organicos, formacdo de pontes de H+ e
ligacGes covalentes), aumentando o tempo de permanéncia e atividade das enzimas no solo
(ZIMMERMAN; AHN, 2011).

Zimmerman e Ahn (2011) compilaram diversos estudos mostrando os complexantes
organicos de diversas enzimas extra-celulares. Para tanto, grande parte de enzimas como
urease, fosfatase acida e glucosidase tem sua atividade significativamente reduzida quando
complexadas na fragdo &cido humico da MOS no solo. Estes estudos mostram que este
isolamento das enzimas pelas substancias humicas reduzem a atividade enzimatica pela
reducdo do contato entre enzima e substrato, favorecendo a manutengdo da enzima no
ambiente por maior tempo. Benitez, Sainz e Nogales (2005) mensuraram a quantidade de
enzimas hidrolases (B-glucosidade, fosfatase e urease) associadas a um extrato humico e
notaram um aumento da formacdo do complexo himus-enzima. Isso é interessante do ponto
de vista ecologico, uma vez que a formacdo desses complexos leva a uma protecdo dessas

enzimas extracelulares quando este material é adicionado ao solo, diminuindo sua degradacéo
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por acOes fisicas e biologicas, acarretando em maior periodo de atividade das mesmas e,
consequentemente na maior contribuicdo na ciclagem de nutrientes no solo. Em trabalho de
Mazzei, Oschkinat e Piccolo (2013), através de técnicas de NMR, os autores observaram a
formacéo de complexos ndo covalentes entre a enzima fosfatase alcalina e os cidos humicos,
indicando afinidade da enzima a se ligar aos AH do solo, resultando em complexos humus-
fosfatase, reduzindo a mobilidade molecular da enzima e, consequentemente, sua atividade.
No entanto, esses estudos sdo realizados em fracdes isoladas de material organico, néo
levando em consideracdo toda a complexidade existente no solo quanto a interacdes entre 0s
diversos compartimentos do solo.

J& no caso de um ambiente com maior aporte de material organico passivel de
degradacdo enzimatica podera acarretar em aumento da atividade enzimatica. Neste sentido,
Benitez, Sainz e Nogales (2005) observaram que houve um aumento na atividade de enzimas
hidrolases, como B-glucosidade, fosfatase e urease durante o processo de vermicompostagem.
Giovannini et al. (2013) também observaram aumento na atividade destas enzimas quando da
aplicacdo de fertilizante fosfatado complexado com é&cido hdmico, sugerindo que hd um
estimulo evidente a microbiota do solo mesmo quando é realizada a utilizacdo de acidos
organicos de maior recalcitrancia.

Benitez, Sainz e Nogales (2005) também relatam que a atividade da enzima
desidrogenase é maior no inicio do processo de vermicompostagem, quando ha maior
concentracdo de substancias metabolizaveis pela microbiota, enquanto que a atividade desta
enzima diminui no final do processo, onde ha formacao de substancias humificadas. Com isso
pode-se dizer que a atividade da enzima desidrogenase € maior quanto maior a quantidade de
carbono facilmente oxidavel. Isto fica claro visto que a desidrogenase é uma enzima
intracelular que atua na cadeia transportadora de elétrons e, com isso, se relaciona diretamente
com microrganismos vivos e ativos, sabendo-se que quanto maior a quantidade de C
facilmente decomponivel maior a microbiota ativa (CARDOSO et al., 2013; NAYAK;
BABU; ADHYA, 2007). Neste sentido, a atividade desta enzima pode ndo ser alterada pela
adicdo de material orgénico recalcitrante ou aumento de SH, uma vez que a recalcitrancia
inerente a este material ndo influenciara de forma direta a atividade da desidrogenase
(SANTOS et al., 2013).

Ja a biomassa microbiana do solo (BMS) é a fracdo viva da matéria organica e
responsavel pela decomposicdo da MOS e ciclagem de nutrientes (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Desta forma, esta é responsavel pelas transformagfes que ocorrem com o material
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organico no solo. Além disso, é uma fonte de C e nutrientes, sendo que este carbono poderd, a
curto e meédio prazo, fazer parte de fragcbes mais estaveis do carbono no solo. Varios
compostos derivados de células microbianas sdo encontrados nas SH, sendo esta estabilizacéo
de restos microbianos no solo derivada de interacdes entre a matriz do solo, do fluxo de
carbono pela biomassa microbiana e também da estrutura molecular do composto microbiano
(MILTNER et al., 2012). Tanto a biomassa quanto a atividade microbiana podem fornecer
informacdes de como a adi¢do de compostos organicos influenciam processos importantes no
solo (SANTOS et al., 2013).

O manejo do solo, com praticas conservacionistas, com manutencao e incremento do
C orgéanico do solo influenciam a biomassa microbiana. Em trabalho de Babujia et al. (2010)
0s autores verificaram aumento no C relacionado & biomassa microbiana de 0,76 Mg C ha™
em areas ha 20 anos sob plantio direto, em comparacdo com areas de cultivo convencional.
Santos et al. (2012) mostraram um aumento da biomassa microbiana em areas de agricultura
organica em comparagdo com areas de cultivo convencional, o que coincidiu com a maior
quantidade de &cidos humicos e fulvicos, sugerindo uma maior estabilizacdo do carbono
nessas areas. 1sso mostra a estreita relacdo entre a entrada de material organico no solo e a
atividade microbiana sobre a transformacdo e manutencdo deste C no solo. Giovannini et al.
(2013) mostraram um aumento da biomassa microbiana de C quando da adigdo de fertilizante
fosfatado complexado com éacidos humicos, sendo este efeito mais evidente nos tratamentos
com maiores teores de C, o que indica que a biomassa microbiana no solo também pode ter
sua dinamica alterada pela entrada de SH, e ndo somente por material organico fresco e
energético. Por outro lado, Santos et al. (2013) ndo encontraram alteragdes na atividade e
biomassa microbiana com a adi¢éo de lixiviado de aterro sanitario no solo, sendo este também
um material contendo C recalcitrante.

O estimulo aos microrganismos do solo mediado pela matéria organica pode ser visto
como um efeito priming no solo. Com isso ha um predominio inicial de microrganismos r-
estrategistas, que possuem um rapido crescimento e utilizam as formas mais facilmente
assimilaveis de C. Quando este material se torna escasso e a fonte de C torna-se basicamente
recalcitrante, essa comunidade microbiana diminui e € substituida por microrganismos k-
estrategistas, que possuem crescimento mais lento e sdo capazes de utilizar fontes mais
complexas de C para obtencéo de energia (FONTAINE; MARIOTTI; ABBADIE, 2003). No
caso da adicdo de materiais recalcitrantes, o efeito priming acarretaria em maior tempo de

atividade microbiana pelo melhor aproveitamento do carbono na obtengdo de energia pelos
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microrganismos do solo (KUZYAKOQV, 2010). No entanto, o efeito priming e a sucessao
microbiana podem resultar em um consumo de C em formas menos complexas presentes no
solo mesmo antes da adi¢do do material organico, o que pode ocasionar uma aceleragdo na
mineralizacdo do C. Devido a esta problematica, o aporte de material organico e/ou acidos
organicos deve ser frequente, a fim de ndo reduzir o estoque de C no solo e causar danos a

ciclagem de nutrientes.

1.2.5 Efeito das SH em aspectos relacionados ao desenvolvimento das plantas

A MOS funciona como fonte de nutrientes, auxiliando na melhor nutricdo e,
consequentemente, no melhor desenvolvimento vegetal (STEVENSON, 1994). Além disso, 0
estimulo a microbiota do solo e a melhoria nas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do
solo, ja discutidas anteriormente, propiciam um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento
das plantas, podendo aumentar a producdo primaria liquida das plantas (MILTNER et al.,
2012). No entanto, diversos estudos tem mostrado uma alteracdo fisiologica atribuida as
substancias himicas, contribuindo de maneira direta no desenvolvimento e produtividade das
plantas (CANELLAS et al, 2002; NARDI et al., 2002; TREVISAN, 2010). Todos esses
fatores somados tornam dificil de distinguir os efeitos diretos e indiretos das SH sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas (TREVISAN, 2010). Além disso, as SH podem
conter dentro de sua estrutura moléculas de &cido indol-acético (AlA), que vao sendo
liberadas conforme ocorre a mineralizacdo do C das SH (QUAGGIOTTI et al.,, 2004;
ZANDONADI; CANELLAS; FACANHA, 2007).

Os mecanismos de interacdo entre as SH e as plantas ainda ndo séo totalmente claros.
Alguns estudos tém mostrado que ha uma inducdo a formacdo e crescimento das raizes,
principalmente laterais, bem como no tamanho das células das raizes e no funcionamento da
bomba de prétons (CANELLAS et al., 2002; TREVISAN, 2010). Além disso, as SH podem
influenciar a respiracéo, a sintese de proteinas e a atividade enziméatica (CARLETTI et al.,
2008; NARDI et al., 2000; NARDI et al., 2007; TREVISAN, 2010). Aguiar et al. (2009)
encontraram um maior crescimento radicular de plantulas de Arabidopsis e milho tratadas
com SH em comparacdo com o controle sem SH e, segundo 0s autores, esse maior
crescimento esta associado a acdo auxinica presente nas SH. No entanto, esses mesmos
autores sugerem que espécies diferentes podem responder de maneira especifica a um mesmo
material, assim como a dose 6tima da SH para estimulo do crescimento radicular também é

particular de cada espécie vegetal.
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Devido a heterogeneidade das SH, pode haver alteracdes da resposta de inducdo ao
crescimento e desenvolvimento vegetal. Além do efeito auxinico, pode ocorrer também um
estimulo dos AH sobre a atividade de H*-ATPase, sendo que pode ser esse o responsavel pela
maior formacéo de raizes laterais e, consequentemente, maiores sitios de crescimento celular
(AGUIAR et al., 2009; CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI; CANELLAS; FACANHA,
2007). Quanto maior o grau de humificagcdo do AH, maior a sua bioatividade, provavelmente
por conferir maior protecdo as moléculas de AlA presentes na sua estrutura (ZANDONADI,
CANELLAS; FACANHA, 2007). Ainda ndo é bem entendido como auxinas enddgenas
alteram o funcionamento das células e induzem seu desenvolvimento. No entanto, em
trabalho de Zandonadi, Canellas e Facanha (2007), os autores usaram fontes diversas de
auxina, entre elas alguns residuos organicos, AH e AIA. Os resultados mostraram que tanto o
AIA endogeno quanto os AH podem induzir novos sitios de formacéo de raizes laterais,
mostrando um recrutamento e “reprogramacao” das células para esta nova fun¢do, mas com
um estimulo externo (ZANDONADI; CANELLAS; FACANHA, 2007).

O processo de glicdlise também pode ser afetado pela adicdo de SH. Nardi et al.
(2007) mostraram que diferentes fracdes de SH influenciam em niveis distintos a glicolise em
sementes de milho. Essa diferenca é atribuida ao tamanho, conformacdo e bioatividade da
molécula (NARDI et al., 2007)

A absorcdo de nutrientes também pode ser facilitada pela presenca de SH. Szczerski et
al. (2013) observaram aumento nos teores de P e K nas raizes de Medicago sativa e Elymus
trachycaulus com adicéo de acido humico, e sugeriram que a absorcdo desses nutrientes pode
ter sido favorecida pela presenca do AH. Além desses, 0 N também pode ter sua absor¢édo
favorecida pela presenca de SH, principalmente na forma de nitrato (NARDI et al., 2002;
TREVISAN, 2010). Quaggiotti et al. (2004) observaram alteracdes no estimulo das SH na
captacdo de nitrato pelas raizes de milho e também um acumulo do nutriente nas folhas,
comportamento confirmado pela expressdo dos genes responsaveis pela codificacdo dos
transportadores de nitrato, o que pode ocorrer pela interacio com as H'-ATPases da
membrana plasmatica da célula (QUAGGIOTTI et al., 2004). Também a atividade de enzimas
relacionadas ao aporte de N pode ser alterada, como no caso da glutamina sintetase,
responsavel pela assimilacdo e controle do metabolismo do N na planta (MUSCOLO et al.,
1999). Esses fatores atuam conjuntamente para aumentar a eficiéncia no metabolismo e na
translocacdo do N pela planta, refletindo em um melhor e mais eficiente uso deste nutriente

pelas plantas (QUAGGIOTTI et al., 2004). A nutricdo da planta pode ocorrer também pela
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absorcéo de nutrientes na forma organica. A absorcdo de algumas moléculas organicas, tal
como aminoacidos, peptideos, entre outras, pode ser favorecida em presenca de SH
(PAUNGFOO et al., 2012).

1.2.6 Justificativa

Diversos estudos trazem as alteracdes em atributos quimicos e bioldgicos do solo
ocasionados pela introducdo da MOS, sobretudo pelas SH. Além disso, sabe-se também da
influéncia das SH em parametros fisiologicos das plantas. No entanto, faltam na literatura

pesquisas que estudem todos esses fatores em conjunto, sendo esta a proposta desse trabalho.
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2 SUBSTANCIAS HUMICAS — ALTERAGOES EM ATRIBUTOS BIOLOGICOS E
QUIMICOS DO SOLO

Resumo

A atividade bioldgica do solo estd diretamente relacionada com a ciclagem de
nutrientes. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar as alteracfes na atividade e estrutura
genética da comunidade microbiana, no pH e na disponibilidade de N no solo ao longo do
tempo, além de alteracGes nos teores de C e N total e na disponibilidade de P decorrentes da
aplicacdo de doses de substancias humicas (SH), com e sem N mineral, em um Latossolo
Vermelho Amarelo de textura arenosa. Foram utilizadas seis doses de SH com e sem adi¢édo
de N. Durante o periodo de incubacdo foram avaliados o desprendimento de C-CO,, a
atividade da enzima desidrogenase, a biomassa microbiana de C, pH e N mineral do solo. Ao
final da incubacdo foram determinados o C e N total do solo, P disponivel, célcio, magnésio,
potassio, CTC e a estrutura da comunidade bacteriana pela técnica de T-RFLP. De modo
geral, houve aumento da atividade e biomassa microbiana com as doses de SH, porém sem
alteracdo na estrutura da comunidade bacteriana. Além disso, a adi¢do de SH associada a de N
mineral reduziu a atividade microbiana, em relacdo a ndo-adicdo de N. Esta alteracdo na
atividade microbiana é transitoria e possivelmente estimulada por um efeito priming. Houve
aumento expressivo no teor de fosforo e N mineral do solo, bem como do potéssio, célcio e da
CTC do solo. Foi observado um efeito sinérgico entre as SH e a adicdo de N mineral

Palavras-chave: Mineralizacdo de N; Biomassa microbiana; Atividade da desidrogenase;
Acidos organicos.
Abstract

Soil biological activity is directly related to nutrient cycling. Thus, the objective of this
study was to evaluate changes in the activity and structure of microbial community, in pH and
N availability in the soil over time, and to look for changes in levels of C and N and P
availability due to the application of increasing doses of humic substances (HS), with or
without mineral N, on a sandy textured soil. Six doses of HS, with or without addition of N,
were used. During the incubation period C-CO; evolution, dehydrogenase activity, microbial
biomass C, pH and mineral N in the soil were evaluated. At the end of incubation (77 days)
we determined soil C and total N, available phosphorus, calcium, magnesium, potassium,
CEC and the bacterial community structure by T-RFLP. In general, an increase in microbial
biomass and activity in accordance with the increase of HS was detected, but without
changing the structure of the bacterial community. Furthermore, the addition of HS together
with N reduced bacterial activity, when comparing with the non-addition of N. This change in
microbial activity was transient and possibly stimulated by a priming effect. There was a
significant increase in phosphorus and mineral soil N, as well as potassium, calcium and soil
CEC. A synergistic effect between HS and N addition was observed.

Keywords: N mineralization; Microbial biomass; Dehydrogenase activity; Organic acids
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2.1 Introducao

A matéria orgénica do solo (MOS) é constituida por compostos organicos com
distintos graus de labilidade. Entre os fatores que afetam a comunidade microbiana do solo,
podemos destacar a caracteristica do material organico, uma vez que varios autores ja
relataram um aumento da biomassa microbiana e atividade biologica em sistemas de cultivo
onde ha aumento nos teores de C orgéanico no solo (BALOTA et al., 2003; BALOTA et al.,
2004. HUNGRIA et al., 2009). Residuos labeis sdo mais facilmente degradados pela
microbiota do solo, que o utilizard como fonte de C e nutrientes, resultando em um rapido
aumento da atividade bioldgica do solo. Por outro lado, substancias organicas de maior
recalcitrancia teriam menor influéncia na atividade dos microrganismos do solo, uma vez que
esses residuos estdo menos disponiveis ao ataque microbiano, quando comparados a residuos
mais labeis. Essa matéria organica recalcitrante ou humificada compde o C organico mais
estavel e persiste por maiores periodos no solo. Essas propriedades proporcionam efeitos em
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, tais como na agregacéao e porosidade do
solo, aumento da CTC e efeito tampdo do solo. Além disso, os &cidos organicos podem atuar
como reservatorio de nutrientes e apresentar efeitos fisiologicos para as plantas (BRONICK;
LAL, 2005; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; PAVINATO; ROSOLEM, 2008; PICCOLO,
1996; PICCOLO et al., 2004;).

Os microrganismos do solo sdo considerados essenciais nos ecossistemas, pois atuam
na mineralizacdo e sintese da matéria organica e ciclagem de nutrientes, alterando
propriedades fisicas e quimicas do solo e interferindo diretamente na sua fertilidade. Esses
fatores culminam na reducdo da quantidade e diversidade de compostos orgénicos utilizados
como fonte de energia pelos microrganismos, alterando os ciclos biogeoquimicos no solo
(BADIANE et al.,, 2001). A biomassa microbiana e a atividade biolégica do solo sdo
influenciadas por diversos fatores, tais como temperatura, precipitacdo e umidade, além de
atributos quimicos e fisicos do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Neste contexto, como 0
solo € um sistema complexo e dindmico, envolvendo aspectos fisicos, quimicos e biologicos,
deve-se levar em consideracdo o tipo de solo e a interacdo deste com a comunidade
microbiana e a matéria organica do solo.

Define-se como condicionador organico aquele material organico (ou &cidos
organicos) que, quando aplicado ao solo, proporciona melhoria nas condig¢bes fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo (PICCOLO, 1996). Sendo assim, o estudo de acidos organicos

tem recebido atencdo especial nos Ultimos anos devido a sua capacidade em interagir com a
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fase sélida do solo e ocupar os sitios de adsorcdo de nutrientes. No caso de solos altamente
intemperizados, essa capacidade é de fundamental importancia para o aumento das cargas do
solo, bem como na reducédo da adsor¢do de fosfatos. Entre os acidos orgénicos, as substancias
himicas (SH) tem tido um crescente interesse, por se tratar de um material de maior tempo de
permanéncia no solo, devido a sua recalcitrancia, o que prolonga seus efeitos. Os beneficios
associados as substancias himicas estdo associados a sua natureza quimica e reatividade, em
funcdo da presenca de grupos hidroxila e carboxila (LIZARAZO et al., 2005; PICCOLO,
1996).

Assim como o0 material organico, o tipo de solo também ira influenciar diretamente a
comunidade microbiana do solo, seja por suas caracteristicas fisicas ou quimicas. Diferentes
solos possuem caracteristicas que se distinguem por agregacdo, porosidade, retencdo de
umidade, modificando o acesso dos microrganismos aos compostos organicos (BRONICK;
LAL, 2005; D’ACQUI et al., 1998). Neste contexto, Djajadi, Abbott e Hinz (2012) notaram
que a respiracdo era reduzida com o aumento no teor de argila e concluiram que havia uma
protecdo do material organico pela argila, limitando o acesso dos microrganismos. Além
disso, diferentes tipos de argilas possuem diferentes arranjos estruturais e, consequentemente,
podem interferir de modos distintos na atividade microbiana do solo (D’ACQUI et al., 1998).
Do mesmo modo, a distribuicdo heterogénea da microbiota esta diretamente ligada ao
tamanho dos poros e agregados do solo, visto que estes interferem na distribuigéo e interagédo
do C organico (SCHUTTER; DICK, 2002).

Diversos trabalhos tém mostrado o efeito de SH na atividade microbiana e em alguns
atributos quimicos do solo. No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos em solos tropicais e
com avaliacdo ao longo do tempo, principalmente quanto as variagdes microbianas. Sendo
assim, o objetivo do trabalho foi avaliar as alteragfes na atividade e comunidade microbiana,
no pH e na disponibilidade de N no solo ao longo do tempo, além de alteragBes nos teores de
C e N totais e na disponibilidade de P decorrentes da aplicacdo de doses de substancias

hdmicas, com e sem N mineral, em um Latossolo Vermelho Amarelo de textura arenosa.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Delineamento experimental

Foi utilizado neste ensaio um Latossolo Vermelho Amarelo de textura arenosa (LVA),
coletado em uma area ndo agricola na profundidade de 0-20 cm, no municipio de Itirapina,
SP, além de um condicionador organico liquido a base de substancias himicas (SH), obtido
apo6s fracionamento quimico de turfa. As propriedades quimicas do solo utilizado sdo
apresentadas na tabela 1. O delineamento foi inteiramente aleatorizado e os tratamentos
consistiam em doses crescentes de SH, equivalentes a 0, 300, 600, 900, 1500 e 3000 L ha™
(DO, D300, D600, D900, D1500 e D3000, respectivamente), com 5 repeticBes cada. Além
disso, todas as doses tinham seu tratamento correspondente com e sem adic¢do de N (na forma
de nitrato de aménio, correspondente a 60 kg ha™). Na tabela 2 sdo apresentadas algumas
propriedades quimicas da SH utilizada. A umidade foi mantida a 75% da capacidade de

retencdo de &gua durante todo o periodo de avaliacéo.

Tabela 1 - Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado em experimento de incubacéo

pH  pH P K Ca Mg Al H+Al CTC Areia Silte Argila
H,O CaCl, mgdm® mmol, dm™ g kg™
LVA 56 4,7 1 0,7 7 6 2 27 41,3 740 30 230

Tabela 2 - Propriedades quimicas da SH utilizada em experimento de incubagéo

SH
pH 7,8
Densidade (g mL™) 0,99
Residuo seco a 100°C (g L™) 64,04
Carbono total (g L™) 2945
Nitrogénio total (g L™) 4,09
Fésforo total — P,Os (g L™) 6,01

Potéssio — K,0 (g L) 9,65
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2.2.2 Analises durante a conducdo do experimento

Para avaliagdo do desprendimento de C-CO, pela respirometria, foram montados
frascos com 100 g de solo (seguindo os tratamentos anteriormente citados) mantidos
hermeticamente fechados, em frascos de 0,5 L, com solucdo de NaOH 0,25 mol L™ para
captura do CO, desprendido, quantificando-se o CO, produzido pela titulagdo do NaOH
remanescente com solucdo de &cido cloridrico 0,25 mol L™ na presenca de fenolftaleina
(ALEF, 1995). As quantificacdes foram feitas ap6s 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11, 15, 18, 21, 25, 28,
35, 42, 50, 57, 64, 70 e 77 dias da instalacdo do experimento.

Para as avaliacdes de biomassa microbiana de carbono (BMC), atividade da enzima
desidrogenase, pH e N mineral (amdnio e nitrato) e umidade, frascos de 2,0 L contendo
inicialmente 600 g de solo com os tratamentos estabelecidos foram mantidos em incubacéo,
sendo realizada avaliacdo periddica aos 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 77 dias apds o inicio da
incubacdo. Em cada periodo de avaliacdo, 50 g de solo eram retirados dos frascos e destinados
as analises anteriormente citadas. O solo remanescente nos frascos tinha sua umidade
corrigida proporcionalmente. A extracdo da biomassa microbiana foi realizada pelo método
de fumigacdo e extracdo (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987), sendo a determinacéo
do C feita pela metodologia de oxidacdo por dicromato (YEOMANS; BREMNER, 1988). A
atividade da desidrogenase seguiu a metodologia proposta por Casida, Klein e Santoro (1964)
e 0 pH foi determinado em CaCl, (PAVAN et al., 1992). Para a determinacdo do N mineral
do solo foi utilizada a destilacdo a vapor para N-NH;" (KEENEY; NELSON, 1982) e a

determinacéo por espectrofotometria em ultravioleta para N-NO3™ (APHA, 2005).

2.2.3 Analises complementares

Ao final do periodo de incubacao foram realizadas analises de C e N total do solo em
analisador elementar, além de P em resina (RAIJ et al., 2001), calcio, magnésio, potassio,
H+Al e CTC, a fim de averiguar diferencas que ocorreram nos principais atributos quimicos
do solo ap6s 77 dias da adicéo de SH.

2.2.4 Andlise molecular

A fim de avaliar as alteragdes na comunidade microbiana ao longo do periodo
estudado, foi realizada analise molecular por T-RLFP de amostras obtidas aos 3, 14, 28 e 42
dias. Estes periodos de avaliagdo foram estipulados a fim de se obter possivel gradiente de

alterac6es do perfil da comunidade microbiana. Para tanto, 0 DNA das amostras foi extraido
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com o kit comercial PowerSoil DNA Isolation (MoBio, Carlsbad, EUA) de acordo com as
instrugdes do fabricante. O resultado das extragcOes foi avaliado por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE (400 mM Tris, 20 mM &cido acético glacial, 1mM
EDTA), para o que foram aplicados 5ul de produto de DNA extraido e, posteriormente,
corado em solucdo de brometo de etideo. Para realizar a andlise por T-RLFP, o DNA das
amostras foi submetido & amplificagdo com primers especificos da regido ribossomal 16S
DNAr (“FAM*-8fm —AGAGTTTGATCMTGGCTCAG” e “1404R-Eub -
GGGCGGWGTGTACAAGGC”). Todas as rea¢des de PCR foram conduzidas de acordo com
as metodologias descritas por Schutte et al (2009), sendo realizadas triplicatas de cada uma
para minimizar os efeitos de variacdo (bias) de PCR (FEINSTEIN; SUL; BLACKWOOD,
2009).

Além disso, medidas para evitar efeitos de quimeras e falsos TRFs foram adotadas,
como a diminuicdo no nimero de ciclos e o aumento no tempo de elongacdo (ANGEL et. al.,
2010). Apos a amplificagdo, as amostras foram purificadas com QuiaQuick PCR purification
kit (Quiagen) e o produto quantificado em géis de agarose 2%. As clivagens com as
respectivas endonucleases foram realizadas utilizando quantidades de aproximadamente 200
ng de produto de amplificacdo com 20 unidades de enzima, de acordo com as instrucdes dos
fabricantes (ANGEL et. al., 2010). Para se obterem réplicas do equipamento, cada amostra foi
lida 2 vezes em sequenciador automatico ABI Prism 3500 (Applied Biosystems).

2.2.5 Andlises estatisticas

Os dados quimicos e microbioldgicos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e a comparacdo de medias feita com o teste de Tukey (p<0,05), utilizando o
programa estatistico R 2.15.2 (Copyright® 2012. The R Foundation for Statistical
Computing). Ja para o T-RFLP, a matriz de dados para as analises estatisticas foi obtida pelo
software GeneMapper Software vesion 4.1 (Applied Biosystem), no qual os perfis
eletroforéticos foram averiguados, normalizados e o0s considerados ndo satisfatorios
descartados. Posteriormente, estes dados foram transformados em Excel, em dados de
abundancia relativa de cada pico encontrado. A matriz gerada foi submetida a andlise de
PCOa (Analise de Coordenadas Principais), a partir de uma matriz de similaridade com o
algoritmo Bray Curtis, para estabelecer o0s agrupamentos entre as amostras, utilizando o
software PAST (HAMMER; HARPER; ABBADIE, 2001).
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2.3 Resultados

2.3.1 Atividade e biomassa microbiana

Houve aumento da respiracdo microbiana com adicdo de SH (Figura 1). Nos
tratamentos sem N, o desprendimento de C-CO, foi mais expressivo, com diferenca superior a
100% entre a maior e menor dose. Ja quando o N foi adicionado, as diferencas se mantiveram
apenas nas duas maiores doses, com aumento no desprendimento de C-CO, de cerca de 70%
(Figura 1).

Respiracao basal
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Figura 1 — Avaliacéo da respiracdo basal em experimento de incubacdo com adicdo de SHe N
mineral em solo arenoso

Quando se avaliou o desprendimento diario de C-CO,, independente da adicdo de N,
houve diferencas entre os tratamentos em todos os periodos avaliados, principalmente nas
duas maiores doses (Figura 2). De modo geral, houve maior desprendimento de C-CO, nas
primeiras 24 horas de incubagdo com reducdo gradativa da mineralizag&o do carbono durante
um periodo de estabilizacdo das condicOes, (Figura 2A e 2B). Com o somatério do
desprendimento de C-CO, fica evidente a maior distin¢do entre os tratamentos quando ndo é
adicionado N (Figura 3).
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Figura 2 — Avaliagdo da respirometria diaria em experimento de incubacéo com adicdo de SH

(A) ou SH e N mineral (B) em solo arenoso

Respirometria - somatorio (-N) A Respirometria - somatério (+N) B
540 4 540 1
480 1 o ———— " 480 |
o
o 420 A /D/D’ 420
' o
4 3601 .a———— 360 1
&
20300{ / T, e—— 300 |
Q d o o e g———————T
O 240 A —x 32 240 A
2 180~A/‘/3/" 180 1
120 { ¥ 120 1
60 - 60 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 0O 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
Dias Dias
—e— DO o-- D300 —-~v— D600 ——a —- D90 — —= — D1500 — -o—- D3000

Figura 3 — Somatorio do desprendimento de C-CO, durante experimento de incubacdo com
SH em solo arenoso, sem adigdo de N (A) e com adigéo de N (B)

Houve alteracdo na atividade da enzima desidrogenase com adi¢édo de SH (Fig. 4).
Quando néo adicionado N, a adicdo de SH promoveu um aumento na atividade enzimatica até
D1500, com reducdo na maior dose (Figura 4A). Ja quando adicionado N, houve uma maior
oscilagdo entre os tratamentos, porém com menor atividade geralmente em D300 e D600
(Figura 4B). Independentemente da adicdo de N foi verificada uma reducdo acentuada da
atividade enzimatica aos 77 dias ap0s o inicio da incubacédo, onde ja ndo foram observadas

diferencas entre os tratamentos.
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Figura 4 — Atividade da enzima desidrogenase em experimento de incubagdo com adicéo de
SH em solo arenoso (A) e com adi¢cdo de SH e N mineral (B)

Sem adicdo de N, as alteracdes na BMC pela adi¢do de SH s&o consistentes apenas
apos 28 dias de incubacdo, onde nota-se reducdo da biomassa nas duas maiores doses de SH
(Figura 5A). Ja quando houve adicdo de N, as diferencas foram notadas a partir dos 7 dias de

incubacdo, de modo geral aumentando a biomassa nas maiores doses de SH (Figura 5B).

Biomasa microbiana de Carbono (-N)
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Figura 5 — Biomassa microbiana de carbono em experimento de incubagdo com adicao de SH
em solo arenoso (A) e com adi¢do de SH e N mineral (B)

Ao considerar o comportamento das variaveis ao longo do tempo, ressaltam-se
oscilacbes temporais na biomassa e atividade enzimatica (Fig. 6 e 7). Houve reducdo na

atividade da enzima desidrogenase nos periodos intermediarios de avaliacdo, mesma ocasido
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em que ocorreu aumento da BMC (Fig. 4 e 5). As oscilacdes entre os tratamentos foram mais

evidentes quando houve adi¢do de SH em conjunto com o N mineral.
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Figura 6 — Desprendimento de C-CO,, atividade da enzima desidrogenase, biomassa
microbiana de C (BMC), N mineral do solo (am6nio e nitrato) em experimento de
incubacdo com adicdo de SH em solo arenoso, sem adicdo de N mineral
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Figura 7 - Desprendimento de C-CO,, atividade da enzima desidrogenase, biomassa
microbiana de C (BMC), N mineral do solo (am6nio e nitrato) em experimento de
incubacdo com adicdo de SH e N mineral em solo arenoso, com adi¢do de N
mineral

No caso da avaliagdo da estrutura da comunidade microbiana do solo houve grande
variacdo dentro dos tratamentos e as diferencas entre os tratamentos ndo foram significativas
(Apéndices A e B). No entanto, foi constatada uma alteracdo na estrutura da comunidade
microbiana por influéncia do tempo de incubacdo, ou seja, a comunidade no inicio da

avaliagéo era distinta daquela encontrada no final do periodo avaliado (Apéndices C e D).

2.3.2 Atributos quimicos

Houve um aumento expressivo no teor de N mineral do solo com adicdo de SH
(Tabela 3). Sem adicé@o de N, esse aumento ocorre até os 35 dias, momento em que ocorreu
reducdo nos teores de N mineral. Mesmo com essa reducdo, ha 50% mais N mineral em
D3000 do que em DO. J& quando da adi¢do de N, o incremento ao final do periodo avaliado
foi de 45%. Na avaliacdo ao longo do tempo, o teor de N mineral apresentou grandes
oscilacdes, tanto na forma de amdnio quanto de nitrato (Fig. 6 e 7). Apenas pela presenca de
SH, houve oscilagéo nas formas de N do solo, com reducdo do amonio e aumento do nitrato

ao longo do tempo (Fig. 6). J& quando adicionado N, as oscilagdes nos teores de N durante 0s
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periodos avaliados foram maiores, mas com manutencdo do amonio em teores mais elevados,

principalmente nas doses mais elevadas (Fig. 7).

Tabela 3 - N mineral (NOs™ + NH,") no solo (mg kg™) avaliado em experimento de incubacao
com adicdo de SH, com e sem adicdo de N mineral

Periodo de incubacéo (dias)

3 7 14 21 28 35 42 77

Sem N mineral
Do 8,7e 294b 23,7e 228e 22,7e 37,7d 31,7e 45]1c
D300 16,2d 16,6d 26,7 de 346d 36,2d 67,2b 268f 476¢C
D600 20,5d 25,6bc 30,5cd 45,1bc 384cd 70,4b 436c 57,8b
D900 357c 195cd 33,7¢c 41,7cd 430c 528¢c 36,8d 56,2b
D1500 47,1b 298b 698Db 518b 695b 646D 544b 640a
D3000 99,1a 752a 104,8a 859a 1029a 1130a 874a 691la
Com N mineral
DO 67,7d 531d 891le 745e 805d 101,1d 542c 606¢e

D300 716cd 679c 97,9de 92,0d 94,1bc 1972a 779b 721c

D600 76,2c 66,8c 106,1d 110,8c 91,4bc 130,2bc 842b 64,8de
D900 939b 642c 1170c 724e 882cd 116,5cd 883b 706¢cd
D1500 90,4b 102,1b 130,6b 122,0b 975b  1492b 157,4a 1315a
D3000 119,7a 133,3a 170,8a 150,3a 154,0a 152,1b 150,4a 87,7b

Todas as diferencas séo significativas a p<0,1

O teor de &gua teve pouca influéncia da adicdo de SH, com pequenas oscila¢Ges
transitorias. No entanto, quando também se adicionou N, maiores diferencas foram notadas,
sendo essa diferenca maior apds 35 dias de avaliagdo, onde houve menor teor de agua em DO
(Tabela 4).



Tabela 4 - Teor de agua no solo (%) avaliado em experimento de incubacdo com adicdo de
SH e N mineral
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Periodo de incubacéo (dias)

3 7 14 21 28 35 42 7
Sem N mineral
DO 22,la 206a 219a 229a 225a 18,7 a 19.6ab 205a
D300 235a 20,8a 206a 229a 21,7ab 199a 211a 229a
D600 22,1a 21,2a 216a 216a 208ab 198a 19,4ab 210a
D900 233a 212a 223a 221a 205ab 191a 195ab 21.3a
D1500 219a 208a 215a 220a 224ab 198a 19.6ab 21,3a
D3000 22,0a 216a 224a 209a 202b 18,8 a 182b  19,7a
p valor * * *
Com N mineral
DO 20,6 b 18,1b 195b 196a 192a 16,6 d 16,8 ¢ 18,2b
D300 222ab  22,7a 240a 232a 252a 205ab 210a 225a
D600 234a 236a 245a 219a 232a 212a 21,0a 224a
D900 22,3ab  225a 235a 229a 222a 192bc 20,6ab 21,7a
D1500 209ab 22,3a 233a 21,7a 213a 177cd 182bc 218a
D3000 232ab 21,7 236a 225a 231la 200ab 205ab 228a
ab
pvalor * ok N N N ——

(*) significativo a 5%; (**) significativo a 1%; (***) significativo a 0,1%

De maneira geral, houve aumento do pH com adicdo de SH (Tabela 5). Sem adicéo de

N, os maiores valores de pH foram encontrados geralmente nas maiores doses, enquanto que

quando acrescido N, a variagdo do pH foi maior, sempre com menores valores de pH em DO.

Ao final do periodo de incubacdo, foram realizadas algumas analises quimicas a fim

de observar as alteracbes que a adicdo de SH ocasionou nestes atributos do solo. Houve

aumento dos teores de N total nas maiores doses de SH apenas quando da adi¢do de N (Figura

8A), enquanto que poucas diferencas foram notadas no C total (Figura 8B). Entretanto, o

aumento no N total refletiu em reducdo da relagdo C/N do solo nas maiores doses de SH, em

conjunto com a adi¢édo de N (Figura 8C).
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Tabela 5 - pH do solo avaliado em experimento de incubagdo com adicdo de SH e N mineral

Periodo de incubacao (dias)

3 7 14 21 28 35 42 77
Sem N mineral
DO 441b 461b 503ab 50b 517b 505b 499bc 50a

D300 4,7b 50ab 517ab 529ab 504b 512b 49c 5,04 a
D600 4,7b 513ab 506ab 517b 513b 52b 497c¢ 507a
D900 551a 524ab 497ab 542ab 52b 516b 4,99bc 5,06a
D1500 4,54b 52lab 55a 565a 5.6a 557a 523ab 52la
D3000 4.86b 538a 455b 569a 57a 572a 54l1a 5,08a

p Va|0r **k* * * *k*x **k* **k* **k*

Com N mineral
DO 491b 48lab 465c¢c 522ab 501lb 491b 468c 4,75b
D300 485b 547a 486bc 519ab 543ab 545a 518ab 5,06a
D600 497b 549a 5/16ab 519ab 562a 535ab 5,11ab 5,03a
D900 508ab 573a 504ab 508b 535ab 527ab 494bc 4,96ab
D1500 5,06ab 5,36ab 552a 517ab 537ab 552a 495bc 4,97ab
D3000 554a 552a 556a 558a 564a 562a 537a 514a

p Va|0l’ ** ** **k* . ** ** **k* **

(.) significativo a 10%; (*) significativo a 5%; (**) significativo a 1%; (***) significativo a

0,1%

Ntotaldosolo A Ctotaldosolo B Relacso C/N do solo C
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= D) == D300 === D600 —— D900 === D]1500 ==== D3000

Figura 8 - Teor total de N (A) e C (B) e relacdo CN do solo (C) em experimento de incubacao
com adic¢do de SH e N mineral em solo arenoso
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O faésforo teve aumento significativo e progressivo proporcionalmente as doses, sendo
que, sem adicdo de N, todos os tratamentos diferiram do controle, com oito vezes mais
fésforo disponivel na maior dose em comparacdo com o controle (Tabela 6). J& quando
adicionado N, as diferencas entre as doses de SH foram menores, mas ainda assim, houve

incremento na disponibilidade de fésforo em D3000 de 4 vezes em relagdo a DO (Tabela 6).

Tabela 6 - Atributos quimicos do solo avaliados em experimento de incubacdo com adicdo de
SH e N mineral

P K Ca Mg H+Al CTC

mg dm™ mmol, dm™

Sem N mineral

DO 3,0f 0,74 f 13,4 b 10,8 b 26,2 b 50,02 c
D300 48e 1,36 e 13,8 b 12,0 ab 25,0b 50,96 ¢
D600 6,4d 2,02d 14,2 b 11,4 ab 24,4 b 52,10 c
D900 9,2c 2,56 C 19,0 a 13,2a 26,2 b 58,80 ab
D1500 16,0 b 3,76 b 17,2 ab 11,4 ab 24,4 b 54,84 bc
D3000 254 a 5,46 a 17,2 ab 12,8 ab 29,2a 64,48 a
p valor ok ok *k * ok ok

Com N mineral

DO 70e 0,76 f 134b 10,2 a 29,2a 53,40 b
D300 8,2 de l4de 14,8 ab 10,8 a 26,8 a 56,54 b
D600 10,8 cd 1,94 d 15,0 ab 116a 27,4 a 54,60 b
D900 11,8c 2,56 ¢ 17,4 a 116a 274 a 59,10 ab
D1500 152b 3,48b 13,8b 10,8 a 29,8 a 57,42 b
D3000 30,2a 6,84 a 17,8 a 120a 29,8 a 64,84 a
p valor —— —— N—— * N——

() ndo significativo; (.) significativo a 10%; (*) significativo a 5%; (**) significativo a 1%;
(***) significativo a 0,1%

O potéssio também teve sua disponibilidade expressivamente aumentada com a adi¢do
de SH, independente da adicdo de N (Tabela 6). No caso do célcio, houve aumento dos teores

nas doses intermediarias, enquanto que o teor de magnésio aumentou quando néo adicionado
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N mineral, assim como o H+Al (Tabela 6). A CTC do solo aumentou significativamente nas

maiores doses de SH aplicadas, seja com ou sem adicdo de N mineral (Tabela 6).

2.4 Discussao

2.4.1 Substancias humicas e atividade bioldgica

O comportamento de reducdo e aumento da atividade biolégica ao longo do
experimento pode estar relacionado a dois fatores: a disponibilidade de C facilmente
assimilavel e/ou ao efeito priming, que € um estimulo a microbiota do solo para decompor o C
nativo do solo.

A estrutura supramolecular das SH e a constante incorporacdo de materiais menos
recalcitrantes a essa estrutura, através de interacGes hidrofébicas, parecem ser as responsaveis
pela maior resiliéncia das substancias humicas no solo, protegendo esses materiais da
degradacdo microbiana e aumentando seu tempo de residéncia no solo (CONTE; PICCOLO,
1999; MARINARI et al., 2010; PICCOLO, 1996; PICCOLO, 2001). Sabendo que alteracbes
no ambiente podem alterar a estrutura das substancias hdmicas e liberar compostos de féacil
assimilacdo, de acordo com nossos resultados, podemos dizer que num primeiro momento ha
maior acesso ao C de facil assimilacdo, que se reduz apds o periodo inicial de 28 dias. No
entanto, com a ciclagem da biomassa microbiana e a sucessdo microbiana existente no solo,
apos alguns dias volta a aumentar a disponibilidade de C aos microrganismos, resultando em
aumento da atividade microbiana.

A biomassa microbiana funciona como fonte e dreno de C e nutrientes, imobilizando-
0s temporariamente, porém é uma fonte de rapida ciclagem, o que pode favorecer a liberacéo
de nutrientes, beneficiando assim a ciclagem de nutrientes no solo de modo geral. A adicdo de
materiais que estimulem a biomassa microbiana pode contribuir para a manutencdo de
nutrientes no solo em formas labeis, visto que sua incorporacdo na biomassa microbiana pode
reduzir os problemas de lixiviacdo e adsorcdo de alguns elementos de relevante importancia
para as plantas. O comportamento da BMC visto no presente trabalho indica que ha um
estimulo @ BMC do solo quando da adi¢ao de C orgéanico no solo, mesmo que em uma forma
mais recalcitrante e de dificil acesso aos microrganismos, como no caso das SH.

Ja em relacdo a atividade da enzima desidrogenase, Lizarazo et al. (2005) ndo
verificaram efeito da aplicacéo de &cido humico originario de turfa na atividade desta enzima.

A desidrogenase é uma enzima intracelular ligada a cadeia transportadora de elétrons e, por
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isso, € empregada para medir a atividade microbiana do solo. De acordo com Lizarazo et al.
(2005), a atividade da desidrogenase pode responder a aplicagcdo de acido himico nos
primeiros dias apés aplicacdo, com reducdo da atividade apds 10 dias, porém o incremento
inicial na atividade desta enzima é muito baixo quando o acido himico é originario de turfa.
No presente trabalho, entretanto, houve aumento significativo da atividade da enzima durante
0s primeiros 42 dias de avaliacdo, mas a atividade foi mais pronunciada em D1500, o que
evidencia uma baixa resposta da enzima desidrogenase para doses menores e também uma
inibicdo da atividade em doses muito elevadas.

Outro fator que também pode contribuir com a maior atividade microbiana pela adicao
de C recalcitrante é um efeito priming, ocasionado pela adicdo de SH. Este efeito seria
decorrente de um estimulo causado a microbiota para mineralizar o C nativo do solo. Neste
caso, hd um predominio inicial de microrganismos r-estrategistas, que possuem um rapido
crescimento e utilizam as formas mais facilmente assimilaveis de C sendo que, quando a fonte
de C torna-se basicamente recalcitrante, essa populacdo microbiana diminui e é substituida
por microrganismos k-estrategistas, que possuem crescimento mais lento e sdo capazes de
utilizar fontes mais complexas de C para obtencdo de energia (FONTAINE; MARIOTTI,
ABBADIE, 2003). De acordo com Kuzyakov (2010) o efeito priming ocorre em “hotspots”
no solo quando da adicdo de material organico facilmente assimildvel. No entanto, o efeito
priming e a sucessdo microbiana podem resultar em um consumo de C em formas menos
complexas presentes no solo, mesmo antes da adi¢cdo do material organico, ocasionando uma
aceleracdo na mineralizacdo do C. No caso da adicdo de materiais recalcitrantes, como no
presente trabalho, o efeito priming levaria a um maior tempo de atividade microbiana pelo
melhor aproveitamento deste C na obtencdo de energia pelos microrganismos do solo.

A reducdo acentuada da atividade enzimatica aos 77 dias de incubacdo indica que 0s
efeitos dos tratamentos se equipararam. De acordo com Szczerski et al. (2013), quando ha
altas concentracdes de SH no solo, isso pode resultar em reducdo de nutrientes disponiveis
devido a ligagdo destes nutrientes nas estruturas dos SH, o que poderia limitar a atividade
microbiana nestas condic¢des. Contudo, isso ndo pode ser afirmado no presente trabalho, uma
vez que houve aumento na disponibilidade de alguns nutrientes avaliados. Sendo assim, pode-
se afirmar que, mesmo com alteragdes na biomassa e atividade microbiana ao longo do
tempo, este efeito é transitorio e existe uma tendéncia da microbiota voltar ao estado original.

Neste trabalho torna-se interessante uma comparacdo entre o comportamento da

atividade da enzima desidrogenase e da BMC. E comum encontrar maior atividade da
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desidrogenase onde ha maior biomassa microbiana. No entanto, nossos resultados mostraram
um comportamento inverso entre esses dois atributos avaliados. Neste estudo, ha tendéncia a
um comportamento inverso entre a biomassa e a desidrogenase. Enquanto a desidrogenase
tende a reduzir a atividade entre os 21 e 28 dias de incubacéo, a biomassa microbiana aumenta
neste mesmo periodo, com reducéo nos periodos posteriores. Nos tratamentos com N, apds 42
dias, houve um estimulo acentuado na atividade da desidrogenase e com reducdo acentuada
da BMC. Isso pode ter sido causado pela sucessdo microbiana que ocorre no solo com
alteracbes em fracbes assimilaveis de C e nutrientes no solo (FONTAINE; MARIOTTI;
ABBADIE, 2003). Uma vez que a biomassa microbiana se torna dreno de nutrientes, ha o
acumulo destes em suas células até 0 momento em que estes se tornam escassos no solo ou
menos acessiveis a acdo microbiana, resultando em menor atividade microbiana. Como a
biomassa microbiana possui uma rapida ciclagem, em pouco tempo comeca a ocorrer morte e
lise de células microbianas e liberacdo de compostos labeis, 0 que resulta em novo aumento
da atividade microbiana (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Apesar de todos os fatores citados anteriormente sobre a disponibilidade de C, deve-se
salientar que ha uma recalcitrancia inerente as SH, o que ndo permite acesso total dos
microrganismos ao C presente nesta estrutura. Outro fator também é de que, apesar de uma
possivel alteracdo da estrutura da SH com acesso de parte dos compostos carbonados pelos
microrganismos, esta SH adicionada ira interagir no solo e se estabilizar novamente. Sendo
assim, hd uma tendéncia de reducdo do C mais facilmente assimilavel, com consequente
reducdo da atividade microbiana.

A estrutura da comunidade microbiana do solo também ndo foi alterada pela adicéo de
SH. Nakatani et al. (2012) apenas encontraram alteragdes no perfil de acidos graxos de
bactérias do solo apds longo periodo de aplicagdo de residuo orgénico. Alguns fatores podem
ter contribuido para a manutencdo da comunidade microbiana no presente trabalho. A adicdo
de um residuo organico altamente recalcitrante e que de certa forma ja esta presente no solo,
ndo estimulou uma expressiva sucessao microbiana. Com isso, podemos dizer que a sucesséo
microbiana existente nas condi¢cdes avaliadas ndo foi influenciada pelas SH, mas sim pelo
tempo, ou seja, ha uma sucessdo bacteriana natural no solo, sem a necessidade de adi¢do de

compostos organicos.
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2.4.2 Dinamica do C e N no solo

Diversos fatores podem controlar os teores de C e N no solo, tal como sua adic¢éo
(fertilizantes, fixacdo biologica e restos culturais) e perdas (erosdo do solo, lixiviacdo e
mineralizacdo da MOS) (BAYER et al., 2006). No presente trabalho, perdas consideraveis de
C sdo constatadas pela atividade biologica do solo, com a mineralizacdo do C pelos
microrganismos e liberagdo de CO,. Diekow et al. (2005) tambeém encontraram maiores teores
de C em solos de plantio direto quando da adicdo de fertilizacdo nitrogenada em detrimento as
areas sem fertilizacéo.

Mesmo com adi¢do de C, seu teor total s6 diferiu quando da adi¢do de N junto com a
SH, visto que o N reduziu a atividade microbiana, com menor liberacdo de C-CO,. O estimulo
a mineralizacdo do C do solo foi menor quando ocorreu adicdo de N, o que pode ser devido a
diversos mecanismos que podem reduzir a atividade microbiana. De acordo com Treseder
(2008), o N pode se condensar com compostos de C e aumentar a polimerizacéo de polifendis,
transformando-se em compostos mais recalcitrantes. Além disso, o excesso de N pode inibir a
producdo de ligninase, responsavel pela decomposicdo da lignina, presente em material
organico altamente recalcitrante (BINI et al., 2013; TRESEDER, 2008). Ambos 0s processos
podem dificultar o acesso dos microrganismos ao C do solo, reduzindo assim a atividade
bioldgica. Outro fator que pode reduzir a atividade é uma alteracdo no potencial osmoético do
solo. Com a adi¢do de sais de N, que sdo sollveis em agua, ha um aumento na concentracédo
de sais na solucdo do solo, acarretando em menor atividade dos microrganismos do solo
(BRADDOCK et al., 1997; FERGUSON et al., 2003; WALWORTH et al., 2007,
TRESSEDER, 2008). Esse efeito pode ser visto em solos extremamente arenosos e com
consequente baixa capacidade de retencdo de agua (BRADDOCK et al., 1997). No entanto,
apesar do solo arenoso utilizado no presente trabalho, sua capacidade de retencdo de &gua é
satisfatoria, visto que este solo possui 23% de argila (Tabela 1). Ainda, a quantidade de N
adicionado néo foi elevada, sendo comumente aplicada em condi¢des de campo. Sendo assim,
pode-se dizer que ndo apenas o efeito do potencial osmatico pode ter influenciado a reducéo
da atividade microbiana, mas sim uma juncgdo de fatores pode ter contribuido para este evento.

No presente trabalho, houve maior teor de N mineral no solo com a adi¢do de SH
(Tabela 3), mas sem resultados expressivos no N total do solo. Este fato também é decorrente
da mineralizacdo da MOS e da liberacdo de N antes estavel em compostos carbonados, visto

que o teor de N total na SH ndo é elevado (Tabela 2). Ramirez et al. (2010) observaram
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reducdo da atividade microbiana quando da adicdo de fertilizante nitrogenado, porém nao
encontraram relagdo do teor de N mineral do solo com este fato. Porém, apesar de saber que o
C e o N organico do solo estdo intimamente relacionados, pouco se sabe sobre a importancia
do N nos pools de MOS recalcitrante (KNICKER, 2011). A formagdo de compostos
heterociclicos de N talvez esteja diretamente relacionada a estabilizacdo do N no solo, no
entanto, a alteracdo na disponibilidade de N no solo também est4 relacionada ao C, com
possivel imobilizacdo em biomassa, afetando tanto a quantidade quanto a qualidade dos pools
de MOS (KNICKER, 2004; KNICKER, 2011).

2.4.3 Atributos quimicos

A CTC do solo é fundamental para retencdo de cations no solo, em formas trocaveis e
disponiveis (ZECH; SENESI; GUGGENBERGER, 1997). Solos intemperizados possuem,
devido a sua mineralogia, baixa quantidade de cargas trocaveis (CTC) e, por isso, sdo
altamente dependentes das cargas geradas pela MOS, o que os torna dependentes do manejo
do solo. Por este fator, a manutencdo da MOS para aumento de CTC de solos tropicais possui
maior relevancia do que em solos de cima temperado, onde as argilas ja possuem alta CTC
(ZECH; SENESI; GUGGENBERGER, 1997). Como as SH constituem a maior parte da
MOS, estas tem papel fundamental na formacdo e manutencdo de cargas, 0 que auxilia na
formacdo de quelatos, nas reagdes do solo e contribui no controle da disponibilidade de
nutrientes. No presente trabalho, ficou evidente um aumento da CTC do solo quando houve
aplicacdo de elevadas doses de SH (acima de 900 kg ha™), aumentando os sitios de trocas de
cargas no solo e potencializando as reag¢des quimicas que ali ocorrem.

A adicdo de SH em associacdo a N mineral aumentou o pH do solo, o que pode
contribuir na manutengdo das cargas oriundas das SH, uma vez que o pH também é fator
preponderante na formacdo e manutencdo de cargas nos solos tropicais (ZECH; SENESI,
GUGGENBERGER, 1997). Em solos acidos com adi¢cdo de MO, o aumento da CTC é
transitorio, pois em longo prazo havera um bloqueio por Fe a Al dos novos sitios de cargas
negativas formadas (ZECH; SENESI; GUGGENBERGER, 1997). Contudo, no presente
trabalho, além do aumento da CTC, houve também aumento do pH do solo com as doses de
SH. Apesar do aumento no pH ndo ser muito expressivo, a interagdo entre todos os fatores
pode favorecer a manutencao das cargas formadas no solo, contribuindo durante mais tempo
com a manutencéo e equilibrio de cations no sistema. Pode-se dizer que a adi¢cdo do N mineral

ndo causou grandes alteracbes no pH do solo e que as diferengas encontradas sao realmente
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decorrentes da adicdo de SH, o que pode ser resultado da ocorréncia de processos como a
mineralizacdo de formas orgénicas de nitrogénio e da descarboxilacdo de &cidos organicos
(SILVA; MENDONCA, 2007).

A retencdo de agua no solo teve maiores alteracdes quando da adicdo de SH e N
mineral (Tabela 4). Neste caso, 0 que acontece € que a adicdo de N mineral muda o
comportamento das SH no solo quanto a sua capacidade de retencéo de agua, ja que a matéria
organica, assim como as SH aumentam a retencdo de dgua no solo (STEVENSON, 1994) e
sem a adicdo do N o resultado foi contrario ao descrito na literatura.

Entre os elementos minerais analisados, o que mais teve sua disponibilidade
influenciada foi o fésforo. Em solos altamente intemperizados, o fésforo se encontra
fortemente adsorvido nos coloides de argila e nos oOxidos e hidroxidos de Fe e Al
(PAVINATO; ROSOLEM, 2008). Devido ao carater anidnico dos SH, pode haver
competicdo pelos sitios de adsorcdo que o fosforo ocupa (HUNT et al., 2007; GUPPY et al.,
2005). Sendo assim, ha um aumento na concentragdo de fésforo na solucdo do solo, ficando
este disponivel as plantas e microrganismos. Em trabalho de Guppy et al. (2005), os autores
mostraram uma reducdo da adsorcéo do fosforo em mais de 60% em Oxisolos apds adicdo de
acidos organicos. Por outro lado, quando adicionado N mineral, foram observados maiores
valores de P disponivel, mostrando um efeito também do N mineral na disponibilidade de P.
Este fato pode ser decorrente da maior mineralizacdo da MOS, 0 que aumenta os teores de
nutrientes na sua forma mineral no solo.

A SH utilizada também contém fosforo, o que pode contribuir com o incremento deste
elemento no solo (Tabela 2). No entanto, a quantidade de fésforo presente na SH nédo causaria
um aumento tdo expressivo como o0 encontrado no presente trabalho. Pavinato (2007),
adicionando o equivalente a 30 kg ha™ de P no solo, observou incremento de 10 mg kg™ P.
No presente trabalho, na maior dose foi adicionado, via SH, o equivalente a menos de 8 kg ha’
! de P, com aumento no teor de P superior a 20 mg kg, o que ndo pode ser justificado apenas
pela adi¢do de P via SH. Sendo assim, podemos afirmar que as SH podem atuar como fonte
de fosforo, mas o efeito quimico da competicdo das SH pelos sitios de adsorcao do fosforo no
solo foi o fator que mais contribuiu para o0 aumento da concentracdo deste nutriente.

Houve também um efeito evidente das SH sobre o teor de potassio do solo. Uma vez
que ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos com e sem adicdo de N mineral,
pode-se concluir que todo o efeito sobre o potéssio foi devido a adicdo de SH. Como

aconteceu com o fosforo, também ha potéssio na SH utilizada (Tabela 2) o que, da mesma
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forma, nédo justifica todo o incremento observado no teor disponivel na solugdo do solo. O
potéssio tem importadncia como ativador enzimatico em varios processos biogquimicos e
também na regulacdo do potencial osmético da célula. Maior disponibilidade do nutriente no
solo pode refletir em maior aproveitamento do mesmo por plantas e microrganismos.

Apesar de o solo ja apresentar naturalmente SH, a adicdo destas resultou em aumento
na disponibilidade de nutrientes como N e K. Isso demonstra um grande potencial do uso de
SH como condicionadores organicos uma vez que podem melhorar a nutricdo das plantas

culminando em maiores produtividades das culturas com menores custos com insumos.

2.5 Concluséo

Houve efeito sinérgico entre SH e N mineral, principalmente na atividade e biomassa
microbiana. No entanto, os efeitos na atividade microbiana foram transitorios e,
provavelmente, estimulados por um efeito priming, o que ndo contribuiu para diferenciar a
estrutura da comunidade bacteriana do solo. No entanto, as alteragbes nos parametros
quimicos do solo permitem concluir que, mesmo materiais recalcitrantes, podem contribuir
positivamente na disponibilidade de nutrientes, o que se reflete nas melhorias tanto no solo

guanto no rendimento das plantas cultivadas.
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3 ADICAO DE SUBSTANCIAS HUMICAS EM SOLOS TROPICAIS FAVORECE A
DISPONIBILIDADE DE NUTRIENTES E A NUTRICAO DE PLANTAS DE TRIGO

Resumo

A matéria organica do solo, em especial as substancias himicas (SH), contribuem para
a melhoria de caracteristicas quimicas e bioldgicas do solo, assim como também apresentam
efeitos na fisiologia das plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adigéo de
substancias humicas em atributos quimicos e biologicos de dois solos tropicais e em
parametros relacionados a produtividade da cultura de trigo (Triticum spp.). Para isso foi
realizado um experimento de vaso com adicao de doses crescentes de substancias humicas na
cultura do trigo em dois tipos de solos tropicais. No periodo do florescimento foi mensurada a
atividade bioldgica do solo pela respiragdo microbiana e atividade da enzima desidrogenase,
colonizagdo micorrizica, N mineral e pH do solo, além de massa seca de raiz e parte aérea das
plantas e teores de N e P na parte aérea. J& ao final do ciclo da cultura foi mensurada a massa
seca de raizes e parte aérea, C e N total do solo, pH, relacdo C/N do solo, além de parametros
de produtividade como massa seca de espigas e grdos e o numero de espigas. Procedeu-se,
ainda, ao fracionamento do P do solo. De modo geral, a adicdo de substancias humicas
aumentou o desprendimento de C-CO; e reduziu o teor de N total e mineral em ambos 0s
solos, bem como nas diferentes fracfes de P. J& em relacdo a atividade da desidrogenase e ao
C total do solo, poucas alteracdes ocorreram com a adicdo de SH. Porém, o efeito mais
pronunciado foi em relacdo a planta, com aumento da massa de raizes e parte aérea do trigo, o
que se refletiu nos parametros de produtividade avaliados, que também foram superiores com
a adicdo de SH. Com isso, pode-se concluir que ha um efeito evidente das SH na nutricdo das
plantas, com melhor aproveitamento do N e P em solo tropical.

Palavras—chave: Fosforo; Produtividade de trigo; Matéria organica do solo; Respiracao
microbiana
Abstract

Soil organic matter, mainly humic substances (HS), contribute to the improvement of
biological and chemical characteristics of soil. They also have effects on the physiology of
plants. The objective of this study was to evaluate the effects of adding humic substances on
chemical and biological characteristics of two tropical soils and on the productivity of wheat
(Triticum spp.). A pot experiment was conducted in the greenhouse with increasing doses of
HS incorporated into two types of tropical soils. At flowering (2 months) soil biological
activity was measured by means of microbial respiration and dehydrogenase activity,
mycorrhizal colonization, mineral N and soil pH, and root and shoot dry weight besides N and
P contents in shoots. At the end of the crop cycle (4 months) we measured dry mass of roots
and shoots, C and total nitrogen, pH, C/N ratio of the soil, and productivity parameters such
as dry weight of ears and grains and the number of spikes. Furthermore, we made the
fractionation of soil phosphorus. In general, the addition of HS increased CO,-C evolution
and reduced the total N content as well as the different fractions of P in both mineral soils. In
relation to dehydrogenase activity and total soil C, little change occurred with the addition of
HS. However, there was greater effect on plant growth, with increased wheat root and shoot
mass, which was reflected in the productivity parameters. Thus we can conclude that there is a
clear effect of HS on plant nutrition, with a more efficient use of N and P in tropical soils.
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3.1 Introducao

A matéria organica do solo (MOS) pode ser dividida em diversos compartimentos e
fracbes, que podem ser distinguidas pela sua qualidade e labilidade. Dependendo das
caracteristicas da MOS esta pode influenciar atributos quimicos, fisicos e bioldgicos do solo,
além de contribuir para o desenvolvimento e nutricdo das plantas (PICCOLO, 2001). As
substancias humicas (SH) correspondem a fragdo mais recalcitrante da MOS representando de
70 a 80% do total (PICCOLO, 2001). Estas fracbes sdo formadas por uma mistura de
compostos complexos e provenientes da estabilizacdo da MOS pelo metabolismo microbiano
(SUTTON; SPOSITO, 2005). Por ser uma fracdo mais recalcitrante, seu tempo de
permanéncia no solo é muito superior ao das demais e, com isso, consegue influenciar a
dindmica do solo por mais tempo.

No solo, as SH sdo responsaveis pela formagdo de complexos organo-minerais e,
especificamente em solos altamente intemperizados, como os solos tropicais, também tém
funcdo fundamental na geracéo de cargas do solo, contribuindo com a CTC (ZECH; SENESI;
GUGGENBERGER, 1997). Apesar de se tratar de material organico recalcitrante, as SH
podem estimular a atividade microbiana do solo e, consequentemente, a ciclagem de
nutrientes, aumentando sua disponibilidade (TREVISAN et al., 2010). Os microrganismos do
solo séo responsaveis pela mineralizacdo da MOS, bem como pela ciclagem dos nutrientes.
Sendo assim, alteracfes na quantidade e qualidade da MOS podem alterar a dindmica da
comunidade microbiana.

A adicdo de SH no solo pode afetar o desenvolvimento das plantas, por meio de
efeitos morfoldgicos, fisioldgicos e/ou bioguimicos (TREVISAN et al. 2010). Dentre a
complexidade desse material, hd moléculas capazes de mimetizar o efeito auxinico nas
plantas, auxiliando na promoc¢éo do crescimento, principalmente da raiz (AGUIAR et al.,
2009; CANELLAS et al., 2008; NARDI et al., 2002). Essa interacdo entre SH e plantas altera
a permeabilidade das membranas vegetais e a absorcdo de nutrientes, o que pode refletir em
maiores ganhos em produtividade.

Diversos trabalhos sédo encontrados na literatura sobre os efeitos das SH em plantas
(AGUIAR et al., 2009; CANELLAS et al., 2006; FACANHA et al., 2002; NARDI et al.,
2002). De modo geral, estes trabalhos mostram a atuacdo das SH em mecanismos especificos

das plantas, tais como promoc¢do de efeitos hormonais e também no funcionamento de
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H*ATPases. No entanto, devido & heterogeneidade e complexidade ja descritas, ainda ¢ dificil
distinguir os efeitos diretos e indiretos no solo e nas plantas. Além disso, a interagdo entre as
SH e diferentes tipos de solos e espécies vegetais também podem resultar em efeitos distintos,
0 que aumenta a dificuldade na interpretacdo dos resultados obtidos com estudos dessa
natureza. De modo geral, grande parte dos estudos visa compreender o efeito das SH no
desenvolvimento vegetal e quase ndo existem dados considerando a adi¢cdo de SH em solos
tropicais em relacdo a produtividade das plantas. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos da adicdo de substancias humicas (SH) em atributos quimicos e biolédgicos
de dois solos tropicais, assim como em parametros relacionados a produtividade da cultura de

trigo (Triticum spp.).
3.2 Material e Métodos

3.2.1 Solos utilizados

Foram utilizados dois solos classificados (EMBRAPA, 2006) como Latossolo
Vermelho Amarelo (LVA) e Latossolo Vermelho (LVdf), coletados na profundidade de 0-20
cm em areas nao agricolas de lItirapina, SP (LVA) e Palmital, SP (LVdf). Estes solos foram
utilizados pela baixa disponibilidade de P e contrastantes capacidades de adsorcao de P, sendo
esta capacidade de adsorcéo de 438 mg kg™ de P para LVA e de 1238 mg kg™ de P para LVdf,
(MATIAS, 2010).

As caracteristicas quimicas e fisicas dos solos encontram-se na tabela 1. Ndo se
compararam 0s resultados de um solo para outro devido a diferencas significativas de

caracteristicas inerentes a cada solo utilizado.

3.2.2 Delineamento e conducéo experimental

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado com 16 repeti¢des por
tratamento. Os tratamentos utilizados foram baseados em doses crescentes de substancias
humicas (SH), correspondentes a 0, 150, 300, 600 e 900 L ha™. As caracteristicas quimicas da
SH utilizada estdo descritas na tabela 2 do capitulo 2 desta tese.

A planta-teste utilizada foi o trigo (Triticum spp.), variedade BRS 220. Esta planta foi
escolhida por se tratar de uma cultura com grande importancia econémica e de facil condugéo
em vasos até a maturacdo dos graos. Quatro sementes de trigo foram semeadas em vasos de 3

kg, nos quais foi adicionado, no momento da semeadura, o equivalente a 90 kg ha™ de P,Os,
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na forma de fosfato natural de Gafsa. Também no momento da semeadura foi realizada a
aplicacdo das SH na forma de condicionador organico comercial (AGROLMIN®), obtido ap6s
o fracionamento quimico da turfa. A umidade do solo foi mantida entre 60 e 70% da

capacidade de campo durante todo o periodo de conducdo do experimento.

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e granulométricas de Latossolo Vermelho Amarelo (LVA)
e Latossolo VVermelho (LVdf) em experimento com adi¢do de substancias humicas

(SH)
Solo LVA  Solo LVvdf
pH HO 5,6 58
pH CaCl, 4,7 54
P (mg dm™) 1 <1
K (mmol. dm™) 0,7 1,7
Ca (mmol dm™) 7 13
Mg (mmol. dm™®) 6 9
Al (mmol. dm™) 2 <1
H+Al (mmol, dm™) 27 29
SB (mmol, dm™) 14,4 24
CTC (mmol. dm™) 41,3 52,6
Saturacéo por bases (%) 35 46
Saturacdo por aluminio (%) 12 0
Areia (g kg™) 710 69
Silte (g kg™ 36 239
Argila (g kg™) 254 695

No periodo de pleno florescimento da cultura do trigo (cerca de 60 dias apds a
semeadura) 8 repeti¢bes de cada tratamento foram avaliadas quanto a atividade microbiana do
solo, a colonizacéo de raizes por fungos micorrizicos arbusculares (FMA), N mineral e massa
das plantas. As demais repeticbes dos tratamentos foram conduzidas até a maturacéo
fisioldgica dos graos (cerca de 120 dias ap6s a semeadura), para determinacdo de parametros

relacionados a produtividade do trigo, além da realizacdo de analises quimicas no solo.
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3.2.3 Analises quimicas e microbioldgicas do solo e dados de producéo das plantas

Para avaliacdo do desprendimento de C-CO, no solo pela respiragdo microbiana,
incubaram-se 100 g de cada amostra de solo em frascos hermeticamente fechados contendo
20 mL de hidréxido de sédio 0,25 mol L™ em béquer para captura do CO- liberado (ALEF,
1995). As amostras em umidade natural tiveram seu teor de agua ajustados para 60% da
capacidade de retencdo de &gua. Quantificou-se o CO, produzido pela titulacdo diaria do
hidréxido de sédio remanescente com solucéo de acido cloridrico 0,25 mol L™ na presenca de
fenolftaleina, durante 21 dias.

Para avaliacdo da atividade da desidrogenase foi seguida a metodologia proposta por
Casida et al. (1964), utilizando uma solucdo 1,5% de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) como
substrato. Para avaliar a colonizagdo radicular por FMA, as raizes finas foram preparadas de
acordo com Phillips e Hayman (1970) e a determinacdo da porcentagem de colonizagédo
radicular foi feita em placa quadriculada segundo Giovannetti e Mosse (1980).

A determinacdo do N mineral (aménio e nitrato) do solo foi realizada apds extragdo do
solo com KCI 2 mol L™ e determinado por destilagdo em destilador tipo Kjeldahl (KEENEY;
NELSON, 1982). Ja o N na folha e nos grdos foi determinado de acordo com Sarruge e Haag
(1974), com digestdo da parte aérea moida (folha ou grédos) e posterior destilacdo do extrato
obtido, enquanto que a determinacdo do teor de P na planta foi feita com digestdo nitrico-
perclérica e posterior determinacdo pelo método do acido ascérbico (MURPHY; RILEY,
1962).

O pH foi lido em CaCl; 0,001 mol L-1 (PAVAN et al., 1992) e o fracionamento do P
foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Hedley, Stewart e Chauhan (1982)
com modificagdes de Condron, Goh e Newman (1985).

A massa seca da parte aérea, raizes, espigas e graos foram avaliadas apds secagem do

material em estufa a 60°C até peso constante.

3.2.4 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo de
médias feita pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o programa estatistico R 2.15.2
(Copyright® 2012. The R Foundation for Statistical Computing). Também foi realizada uma
analise de correlacdo com as variaveis avaliadas na primeira e segunda época de avaliacdo
para cada solo (p<0,05) pelo programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc. Data analysis software

system).
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3.3 Resultados

3.3.1 Dados da primeira época de amostragem (florescimento)

Em relacdo ao desprendimento de C-CO,, houve diferenca entre as doses nos dois
solos (Figura 1A). No solo arenoso (LVA) as duas maiores doses apresentaram maior perda
de C-CO;, em comparagdo com as demais, enquanto que no solo argiloso (LVdf) houve menor
desprendimento de C-CO, em DO, com aumento da respiracdo com adicdo de SH. Porém,
houve maior respiracdo em D150 com posterior reducdo de C-CO, (Figura 1A). Para a
atividade da enzima desidrogenase no solo arenoso, apenas D150 diferiu dos demais
tratamentos, enquanto que no solo argiloso houve uma pequena reducdo da atividade

enzimatica nas trés maiores doses (Figura 1B).
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Figura 1 - Atividade microbiana do solo medida pela respirometria (A) e atividade da enzima
desidrogenase (B) no periodo do florescimento do trigo apés incorporacdo de substancias
hamicas (SH) em Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e Latossolo Vermelho (LVdf)

Quanto a colonizagdo micorrizica, 0 comportamento nos solos foi diferenciado (Figura
2A). No solo LVA a maior dose (900L ha™) resultou em maior colonizagdo micorrizica,
enquanto que no solo LVdf em D600 houve reducdo na colonizacdo. Neste experimento,
notou-se uma reducdo do N mineral em ambos os solos com adi¢do de SH (Figura 2B). No
solo LVA, DO e D150 apresentaram 0s maiores teores, enquanto que nas duas maiores doses
observou-se reducdo de mais de 50% no teor de N mineral do solo. Ja no solo LVdf, o N
mineral teve uma reducdo aproximada de 40% com a adicdo de SH. Em relacdo ao pH do

solo, apesar de serem observadas diferencas significativas em ambos o0s solos, essa variagéo
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foi de cerca de 0,1 unidade de pH (Figura 2C), fato que nédo deve ter tido efeito perceptivel na
fisiologia vegetal e na ecologia do solo.
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Figura 2 - Colonizacéo micorrizica (A), teor de N mineral no solo (B) e pH do solo (C) no
periodo de florescimento do trigo apds incorporacao de substancias himicas (SH)
em Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e Latossolo Vermelho (LVdf)

A massa seca das plantas de trigo, tanto raizes quanto a parte aérea tiveram um
aumento crescente com a adigdo das doses de SH em ambos os solos (Figura 3A e 3B). De

modo geral, os maiores valores de massa seca foram vistos nas maiores doses (D600 e D900).
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Figura 3 - Massa seca de raizes (A) e da parte aérea (B) de plantas de trigo no periodo de
florescimento ap6s incorporacgdo de substancias humicas (SH) em Latossolo
Vermelho Amarelo (LVA) e Latossolo Vermelho (LVdf)

O N na planta aumentou nas duas maiores doses no solo LVVA, sendo o maior teor
encontrado em D900 (Figura 4A). Ja no solo LVdf, apenas D300 e D900 foram superiores aos
demais tratamentos. Por outro lado, o solo LVA néo apresentou grandes alteracdes no teor de
P na parte aérea das plantas (Figura 4B), sendo que apenas D300 foi menor que as demais,
enquanto que no solo LVdf a adicdo de SH aumentou o teor de P na planta em cerca de 10

vezes em relacdo a DO.
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Figura 4 - Teor de N (A) e P (B) na parte aérea de plantas de trigo, no periodo do
florescimento do trigo apos incorporagdo de substancias humicas (SH) em
Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e Latossolo Vermelho (LVdf)

3.3.2 Dados da segunda época de amostragem (maturacao fisioldgica)
A aplicacdo de SH aumentou a massa seca da planta em ambos os solo (Figura 5A).
No solo LVA, as plantas dos tratamentos D300, D600 e D900 apresentaram maior massa

seca, enquanto que no solo LVdf houve uma proeminéncia em D900 (Figura 5A). Na massa
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seca da raiz foram verificados comportamentos distintos entre os solos (Figura 5B). No solo
LVA a menor massa de raiz foi verificada em D900 e a maior massa em D300, enquanto que
no solo LVdf a maior massa foi encontrada onde houve adicdo de SH, independentemente da
dose (Figura 5B).
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Figura 5 — Massa seca da parte aérea (A) e de raizes (B) de trigo no final do ciclo da cultura
apos incorporacdo de substancias humicas (SH) em Latossolo Vermelho Amarelo
(LVA) e Latossolo Vermelho (LVdf)

Em ambos os solos houve maior massa seca de gréos e espigas e numero de espigas na
maior dose de SH, sendo que no solo LVA a resposta foi sempre mais evidente do que no solo
L\Vdf (Tabela 2). Em relacdo ao teor de N no gréo, no solo LVA D600 foi superior as demais
doses, engquanto que no solo LVdf DO houve maiores teores de N no grdo em comparacao
com as doses de SH utilizadas (Tabela 2).



70

Tabela 2 - Pardmetros de produtividade do trigo obtidos em experimento com adi¢do
de substancias himicas (SH) em Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e
Latossolo Vermelho (LVdf)

NC° espigas  MS espigas (Q) MS gréos (g) N no gréo (mg g7)

-------------------------- LVA ----mmememmem oo
DO 7,37b 6,14 c 3,7¢ 32,22 be
D150 8,37hb 7,89 b 545b 31,82c
D300 8,37hb 7,88 b 538D 35,96 b
D600 10,75 a 8,44 b 5,48 b 42,03 a
D900 10,12 a 9,82 a 7,35a 32,89 ab
-------------------------- LVdf ------mmmmee e
DO 7,5¢C 574b 3,71b 38,35a
D150 75¢C 6,32 b 4,33 ab 32,05hb
D300 7,75¢C 6,36 b 4,01Db 32,59 b
D600 9,62b 6,09 b 3,96 b 32,93 Db
D900 11,75a 8,2a 491a 31,43b

Em relacdo ao teor total de C do solo, de modo geral ndo ocorreram grandes diferencas
entre as doses utilizadas (Figura 6A). No entanto, houve mudancas no teor total de N do solo,
onde se verificou, em solo LVA, maior teor de N total em DO e D600, enquanto que no solo
LVdf, houve reducdo no teor de N total com adi¢cdo de SH (Figura 6B). Devido a alteracdo no
teor de N total, foram encontradas diferencas também na relacdo C/N do solo, com menor
relagdo C/N em DO e D600 no solo LVA e em DO, D600 e D900 no solo LVdf (Figura 6C). O
pH neste periodo de avaliacdo teve um comportamento semelhante ao constatado na primeira
época de avaliagdo, com diferencas significativas porém com pequena alteracdo nos valores
(Figura 6D).
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Figura 6 - Carbono (A) e nitrogénio total do solo (B), relacdo C/N (C) e pH do solo (D) apds
adicao de substancias humicas (SH) em Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e
Latossolo Vermelho (LVdf)

Quanto as diversas fragdes inorganicas de P, no solo LVA houve alteracdo em todas as
fracdes, ocasionadas pela adi¢cdo de SH (Tabela 3). De modo geral, nas fragcGes mais labeis de
P (P-resina, P-NaHCO3 e P-NaOH 0,1N) a dose D900 resultou em maior teor de fésforo em
comparagdo com as demais. J& na fracdo P-HCI, os maiores teores foram encontrados em
D300 enquanto P-NaOH 0,5N, o maior teor de P foi observado em D600 (Tabela 3). J& no
caso do solo LVdf, a fragdo P-resina teve maiores teores com as doses intermediarias (D300 e
D600) e a fracdo P-NaHCO; teve leve reducdo dos teores de P com adigéo de SH. Na fragéo
P-NaOH 0,1N houve reducéo de P nas doses D150 e D300, enquanto que na fracdo P-HCI a
dose D150 apresentou os maiores valores de P em relacdo as demais (Tabela 3).
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Tabela 3 - Fracionamento do fosforo do solo em experimento com adi¢do de substancias
himicas (SH) em Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) e Latossolo Vermelho

(LVdf)
P-resina P-NaHCO; P-NaOH 0.1N P-HCI P-NaOH 0.5N
mg kg™
-------------------------- LVA --mmmmmmmmmmo oo
DO 112c 0.42 bc 0.23b 0.23b 12.95 ab
D150 141a 0.39¢c 0.23b 0.15b 11.61b
D300 1.23 bc 0.41 bc 0.24 ab 0.44 a 11.82b
D600 1.32 ab 0.43b 0.25ab 0.25b 14.22 a
D900 142 a 0.48a 0.26 a 0.17b 12.33 ab
p valor ek okk *k kk *
-------------------------- Y
DO 1.05b 0.40a 1.19a 0.79b 19.84 a
D150 1.15ab 0.38b 1.06 b 0.92a 1981 a
D300 118 a 0.39 ab 1.06 b 0.86 ab 1841 a
D600 116 a 0.39 ab 117a 0.82 ab 19.18 a
D900 1.15ab 0.38b 124 a 0.76 b 20.55a
p valor * * N—— >k

(.)significativo a 10%; (*) significativo a 5%; (**) significativo a 1%; (***) significativo a

0,1%

No solo LVA foi notada correlacdo negativa entre o N mineral do solo e a respiracéo

microbiana, a colonizagcdo micorrizica, a massa seca de raiz e parte aérea (Tabela 4). Além

disso, o N na planta teve forte correlacdo positiva com a massa seca de raizes e parte aerea e

negativa com o teor de N mineral do solo (Tabela 4). Ja no solo L\Vdf, o N mineral apresentou

correlacdo negativa com a respiracdo microbiana, a massa seca de raizes e parte aérea e o P da

planta, enquanto que o P na planta teve correlagéo positiva com a respiragdo microbiana, a

massa seca de raizes e parte aérea, além de correlacdo negativa com o N mineral (Tabela 5).
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Tabela 4 - Correlacdo dos atributos avaliados no primeiro desmonte (solo LVA). Marcacéo
em negrito indica correlacdo significativa a p<0,05

Variavel Resp’ Nmin®> Desid® Coloniz* MSraiz MSPA® NPlanta’ P planta®

Resp 1,00

N min -0,52 1,00

Desid -0,19 0,33 1,00

Coloniz 0,54 -0,68  -0,29 1,00

MS raiz 0,36 -0,81  -0,09 0,53 1,00

MS PA 0,52 -0,84  -0,03 0,55 0,83 1,00

N planta 0,32 -0,83  -0,28 0,60 0,77 0,77 1,00

P planta 0,15 -0,22 0,10 0,31 0,45 0,27 0,38 1,00

'Respirometria; °N mineral do solo; *Desidrogenase; “Colonizagdo micorrizica; *Massa seca
de raiz; ®Massa seca de parte aérea; ‘Teor de N na parte aérea; °Teor de P na parte aérea.

Tabela 5 - Correlacéo dos atributos avaliados no primeiro desmonte (solo LVdf). Marcacao

em negrito indica correlacdo significativa a p<0,05

Variavel Resp! N min2 Desid® Coloniz® MSraizZ MSPA® NPlanta’ P planta®

Resp 1,00

N min -0,61 1,00

Desid 0,11 0,33 1,00

Colon -0,06 0,10 0,35 1,00

MS raiz 0,24 -0,56 -0,37 -0,16 1,00

MS PA 0,27 -0,68 -0,59 -0,35 0,73 1,00

N planta 0,18 -0,30 -0,22 -0,08 0,42 0,43 1,00

P planta 0,69 -0,77 -0,19 -0,18 0,74 0,75 0,43 1,00

"Respirometria; N mineral do solo; *Desidrogenase; “Colonizacfo micorrizica; Massa seca
de raiz; ®Massa seca de parte aérea; ‘Teor de N na parte aérea; °Teor de P na parte aérea.

Levando-se em consideracdo alguns atributos do solo e de producdo das plantas,
notou-se que o N na planta teve correlacdo positiva com os parametros de produtividade
(massa seca de espigas e graos e numero de espigas), enquanto que o N mineral do solo teve
correlagdo negativa com estes parametros, o que pode ser visto em ambos os solos (Tabelas 6
e 7). No entanto, no solo LVdf, o teor de P na planta tambeém apresentou correlacdo positiva

com os parametros de produtividade (Tabela 7).
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Tabela 6 - Correlacdo dos atributos avaliados no primeiro desmonte (respiracao, N mineral, N
e P na parte aérea das plantas) e no segundo desmonte (massa seca de espigas e
graos e numero de espigas) no solo LVA. Marcagdo em negrito indica correlacdo
significativa a p<0,05

Variavel Respt N min2 Noplanta3 P planta® MSespigas’ MS gros® N° espigas’
Resp 1,00

N min -0,52 1,00

N planta 0,32 -0,83 1,00

P planta 0,15 -0,22 0,38 1,00

MS espigas 0,41 -0,74 0,69 0,15 1,00

MS gréos 0,40 -0,68 0,71 0,20 0,91 1,00

N° espigas 0,44 -0,73 0,62 0,34 0,61 0,58 1,00

"Respirometria; N mineral do solo; *Teor de N na parte aérea; “Teor de P na parte aérea;
*Massa seca de espigas; *Massa seca de graos; 'Nimero de espigas.

Tabela 7 - Correlagdo dos atributos avaliados no primeiro desmonte (respiragcdo, N mineral, N
e P na parte aérea das plantas) e no segundo desmonte (massa seca de espigas e
graos e numero de espigas) no solo LVdf. Marcacao em negrito indica correlagao
significativa a p<0,05

Variavel Respt N min2 Noplanta3 P planta® MSespigas’ MSgréos® N° espigas’
Resp 1,00

N min -0,61 1,00

N planta 0,18 -0,30 1,00

P planta 0,69 -0,77 0,43 1,00

MS espigas 0,09 -0,41 0,62 0,43 1,00

MS graos 0,19 -0,41 0,46 0,36 0,80 1,00

N° espigas -0,13 -0,37 0,38 0,43 0,59 0,41 1,00

'Respirometria; N mineral do solo; *Teor de N na parte aérea; “Teor de P na parte aérea;
®Massa seca de espigas; °Massa seca de gréos; 'NUmero de espigas.

3.4 Discussao

3.4.1 Influéncia das substancias humicas na atividade biologica do solo
Os dados apresentados sugerem um aumento da atividade microbiana em ambos os

solos em comparagdo com o tratamento sem adi¢do de SH. Sharif, Khattak e Sarir (2002)
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também observaram maior desprendimento de C-CO, em solos com adicdo de SH e
cultivados com milho e associaram o maior desenvolvimento vegetal & melhora na estrutura
bioguimica do solo proporcionada pela adi¢do de SH. Neste sentido, a adi¢do de SH estimula
a atividade microbiana favorecendo o processo de mineralizacdo da MOS, resultando em
mineralizacdo de nutrientes e favorecendo a sua disponibilidade tanto para plantas quanto
para microrganismos. Esse comportamento pode influenciar positivamente o desenvolvimento
e produtividade das plantas, o que pode ser constatado neste trabalho pela alta correlagdo
existente em ambos os solos com os parametros de produtividade.

No entanto, no experimento em questdo, no solo LVdf, com o aumento das doses de
SH houve uma diminuic¢do no desprendimento de C-CO,, bem como na atividade da enzima
desidrogenase, sugerindo um efeito negativo na microbiota do solo com altas concentragdes
de SH. Baseadas nesses achados, algumas hipdteses podem ser consideradas. Primeiramente a
questdo da reducdo do teor de N mineral no solo, que pode ser limitante e ndo suprir a
atividade microbiana nesta situagdo. Outro fator pode ser que doses menores podem ser mais
eficientes no estimulo a microbiota em determinados solos, sendo que a concentracdo 6tima
varia de um solo para outro. Por fim, por ser um material recalcitrante, as comunidades
microbianas presentes nos distintos solos podem apresentar também comportamentos distintos

no que tange a sua acao sobre o substrato.

3.4.2 Influéncia das substancias humicas no teor de nitrogénio do solo e da planta

As SH possuem diversos efeitos diretos e indiretos nos atributos do solo e também em
determinadas fun¢des das plantas, como no estimulo a absorcdo de nutrientes, alteracGes na
permeabilidade da membrana celular e regulacdo de mecanismos envolvidos no estimulo do
crescimento das plantas (NARDI et al., 2002; TREVISAN et al., 2010;). No presente trabalho
foi verificada redugéo do N mineral do solo (55 e 44% em LVA e LVdf, respectivamente)
(Fig 2B), entretanto, houve aumento na quantidade de N na parte aérea das plantas de trigo,
com incrementos de 27 e 17% em LVA e LVdf, respectivamente (Fig 4A). Neste sentido,
pode-se dizer que nestas condi¢des ocorre maior aproveitamento do N pelas plantas, visto ndo
sO0 0 aumento no teor de N da planta, mas também a maior produgdo de gréos e massa seca.
Em contraposicdo, Sharif, Khattak e Sarir (2002) observaram aumento do teor de N tanto na
planta quanto no solo quando da adi¢do de acidos humicos. Assim, os efeitos das SH parecem
também estar relacionados a fracdo de SH utilizada, além de sua origem e concentragéo.

Deve-se levar em consideragcdo também a espécie de planta utilizada e as condi¢Ges do meio,
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tal como pH e tipo de solo, que também influem nos resultados obtidos (ROSA et al., 2009;
TREVISAN et al., 2010; VERLINDEN et al., 2009).

O efeito das SH € positivo para a absorcdo da maioria dos nutrientes (TREVISAN et
al., 2010). Neste sentido, a absorcao de N, principalmente na forma de nitrato (N-NO3’), pode
ser aumentada quando da adicdo de &cidos humicos, com forte efeito positivo de fracbes leves
de SH nessa absorcdo (NARDI et al., 2002; PICCOLO et al., 2002, TREVISAN et al., 2010).
Porém, o mecanismo envolvido na absorcdo de nutrientes e desenvolvimento das plantas, sob
influéncia de substancias humicas, ainda ndo é bem compreendido devido a natureza
heterogénea dessas substancias, o que acaba por dificultar a sua caracterizacdo e,
consequentemente, sua real influéncia sobre as plantas (PICCOLO; NARDI; CONCHERI,
1992). Quaggiotti et al. (2004) tambeém obtiveram incremento no teor de N em plantas de
milho em condicdes semelhantes e um estimulo das SH na absorcdo de nitrato, bem como
uma diferenciacdo na expressdo de genes responsaveis pela codificacdo dos transportadores
de nitrato. Eles também perceberam alteracdo na atividade da enzima glutamina sintetase,
responsavel pelo metabolismo do N na planta (MUSCOLO et al., 1999).

O N é um nutriente essencial as plantas e, por isso, também limitante para o seu
desenvolvimento, o que pbde ser confirmado no presente trabalho com a correlacdo positiva
entre o teor de N na planta e a massa seca, tanto de raizes quanto de parte aérea. A reducdo do
teor de N mineral do solo ndo deve causar prejuizos a planta, uma vez que, em ambos 0s
solos, houve uma correlacdo negativa entre o N mineral do solo e a massa seca de parte aérea
e raizes (tabelas 6 e 7). Isto pode ainda significar que o N do solo diminui sempre que a planta
absorve maiores quantidades desse elemento. Dado que o N é um nutriente com grandes
possibilidades de perdas no ambiente, principalmente por lixiviagdo na sua forma nitrica,
torna-se interessante um maior aproveitamento deste por parte das plantas, mesmo com a
reducdo de seus teores no solo. Isso pode contribuir para o melhor desenvolvimento das
culturas e ainda minimizar os problemas de lixiviacdo de nitrato e contaminacdo de aguas
subterraneas, acarretando em reducéo de custos com fertilizantes nitrogenados. Porém, para
que ndo haja prejuizos a ciclagem e manutencgéo deste nutriente no solo, deve-se considerar a

manutenc¢do dos restos culturais, a fim de ndo prejudicar a ciclagem bioquimica do N.

3.4.3 Influéncia das substancias humicas nas fracdes de fosforo do solo e na planta
A dinamica do P no solo é bastante complexa, visto sua capacidade de se ligar

fortemente as argilas e 6xidos e hidroxidos de Fe e Al. Em solos altamente intemperizados,
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esta dindmica torna-se problematica no que diz respeito a nutricdo das plantas, uma vez que 0
fésforo adicionado pode tornar-se rapidamente indisponivel para absorgdo pelas plantas. No
entanto, 0 manejo adotado pode ajudar a minimizar tais problemas, tal como a adigdo de
residuos organicos que, além de fornecerem P na forma organica, também liberam acidos
organicos, que competem pelos mesmos sitios de adsor¢do que o P (GATIBONI et al., 2007;
GUPPY et al., 2005; OBURGER; JONES; WENZEL, 2011; PAVINATO; ROSOLEM,
2008;). No caso do presente trabalho, a adicdo de SH alterou a distribuicdo do P nas diversas
fracdes avaliadas; embora ndo tenha ocorrido linearidade de aumento com a adi¢cdo de SH,
essa mudanca mostra uma alteracdo no equilibrio de P no solo. Apesar dos baixos valores, a
maior diferenga entre os tratamentos ocorreu na fragdo P-HCI, principalmente no solo LVA.
Essa fracdo é composta por P extraido preferencialmente de fosfatos de calcio (CERETTA et
al., 2010). Nas demais fracbes, também foi evidente o aumento do P, no entanto, no solo LVA
0 aumento se evidenciou pela adicdo da maior dose de SH. Ja no solo LVdf, doses
intermediarias de SH contribuiram mais na disponibilizacdo do P. A ndo linearidade na
disponibilizagdo de P com adi¢do de SH e um maior efeito de doses intermediarias no solo
LVdf podem ser decorrentes do fato de que, nesses casos, a SH também poder atuar como
dreno de P. Neste sentido, o P pode ser adsorvido pela SH através de pontes de céations
(SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008). No entanto, a adsorcdo de P em formas
organicas pode auxiliar a ciclagem e disponibilizacéo do P, visto que, a0 passo em que ocorre
a mineralizacdo da MOS, a sua liberacdo para a solucdo do solo é mais lenta, 0 que pode
promover a utilizacdo mais eficiente deste nutriente por plantas e microrganismos, reduzindo
sua adsorcao no solo.

No solo LVdf a adicdo de SH aumentou em cerca de 10 vezes o teor de fosforo na
parte aérea das plantas de trigo. J& no solo LVA, apenas D300 diferiu das demais doses (Fig.
4B). Este efeito no solo argiloso pode ser decorrente das interagGes que ocorrem entre o P e 0s
oxidos de Fe no solo. Deve-se ressaltar que o solo LVA possui menor capacidade de adsorcao
de P, enquanto que o solo LVdf possui alta capacidade de adsorcdo de P. Sendo assim, o
efeito das SH sobre a disponibilidade e absorcdo de P pelas plantas, no solo LVA, pode néo
ser tdo evidente. Uma vez que os AH podem interagir com as argilas e os éxidos e hidroxidos
de Fe e Al do solo, competindo com o P pelos mesmos sitios de adsor¢do, a adicdo desses
acidos organicos em solos com alto potencial de adsorcdo de P pode auxiliar a nutricdo das
plantas neste aspecto (ANDRADE et al.,, 2003; GUPPY et al., 2005; PAVINATO,;

ROSOLEM, 2008). No caso do presente trabalho, fica evidente o beneficio nutricional da
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aplicacdo de SH em solo de alta capacidade de adsorcéo de P. Além disso, também no solo
LVdf, houve forte correlacdo entre o P e a massa seca da planta, enfatizando os efeitos
aditivos da aquisicdo de P no desenvolvimento vegetativo do trigo.

3.4.4 Influéncia das substancias himicas no crescimento e produtividade das plantas de
trigo

Neste trabalho houve maior desenvolvimento da parte aérea e raizes, fatores atribuidos
a utilizacdo da SH. CANELLAS et al. (2009) relataram que, em plantas de trigo, mediante
adicdo de acidos humicos, ocorre um aumento da area de raizes e também da atividade de
H+ATPases nas raizes, atribuindo esse maior desenvolvimento a uma resposta fisioldgica da
planta a adi¢do de acido humico. Sharif, Khattak e Sarir (2002) constataram aumento de 30%
no peso das raizes de milho com adicao de SH, enquanto Rosa et al. (2009) chegaram a medir
diferencas de 30 e 40% na massa seca de parte aérea e raizes, respectivamente, com adicdo de
SH. No presente trabalho, houve um incremento de mais de 110% tanto em massa seca de
parte aérea quanto de raizes no solo LVA, e acima de 70% em ambos 0s parametros no solo
LV df, valores superiores aos encontrados na literatura.

A adicdo de &cido humico no solo pode fazer com que haja um estimulo fisioldgico
semelhante ao da auxina para as plantas. Devido a estrutura e conformacdo molecular
complexa das SH, estas podem conter moléculas de auxinas ou outras com efeito semelhante
a estas que, quando dissociadas da estrutura das SH, podem interagir com receptores na
superficie celular das raizes, desencadeando processos que culminam em estimulo ao
desenvolvimento radicular (FACANHA et al., 2002). Assim, os acidos himicos podem
induzir a formacéo de raizes laterais, 0 mesmo efeito provocado pela auxina (AGUIAR et al.,
2009). O aumento de massa de raizes também pode estar relacionado a um efeito das SH
sobre a atividade de H+ ATPase, sendo esta interacdo sugerida por diversos autores
(AGUIAR et al., 2009; CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI; CANELLAS; FACANHA,
2007;).

Ainda nédo é bem definido o que € efeito direto ou indireto das SH. Como ocorre maior
mineralizacdo da MOS com consequente disponibilizagdo de nutrientes, além de maior
absorcdo de N pelas plantas, estes fatores também contribuem para aumentar o metabolismo
vegetal, resultando em maior producdo de massa seca.

A maior quantidade de raizes influencia diretamente na captacdo de nutrientes pela

planta, se refletindo na parte aérea. Com maior capacidade de absor¢do de nutrientes, pode
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haver um incremento na produtividade, como visto no presente trabalho. Foi notado aumento
no nimero e massa seca de espigas e consequente aumento na massa de grdos de trigo. Além
disso, foi encontrada também uma correlagdo positiva entre a massa seca de raizes com a
massa seca da parte aérea, a massa seca e nimero de espigas, 0 que mostra que a adicdo de
SH nos solos utilizados aumentou ndo s6 a massa das plantas, mas também os parametros
relacionados a produtividade das mesmas, deixando evidente o efeito das SH na produtividade
da cultura do trigo. No entanto, os resultados encontrados no presente trabalho foram
contrarios aos achados por Jones, Jacobsen e Mugaas (2007), que ndo encontraram efeitos na
producdo de graos de trigo com adicdo de SH, mas corroboram os encontrados por Verlinden
et al. (2009) em diversas culturas.

Houve variacdo de efeito na massa seca das plantas entre as épocas avaliadas, sendo
gue na segunda época de avaliacdo os efeitos foram menores, principalmente no solo LVA.
Nesta fase de avaliacdo, as plantas ja haviam chegado ao estadio final de desenvolvimento,
passando pela fase de formacdo, enchimento e maturacdo dos graos, sendo esse 0 provavel
motivo de ndo mais ocorrerem efeitos significativos em ambos os solos. Durante a formacéo
dos grdos, hd uma demanda de nutrientes e energia por parte destes, sendo que a demanda
nutricional ndo mais esta relacionada ao desenvolvimento das plantas, mas sim ao dos gréos.
O efeito mais evidente no solo argiloso (LVdf) pode ser decorrente da maior interagdo entre
0s nutrientes e os 6xidos e hidroxidos do solo. Uma vez que ha influéncia dos éacidos
organicos na dinamica de nutrientes no solo, este efeito pode perdurar por mais tempo.
Portanto, fica claro que em estudos como este, a melhor época para avaliagdo do
desenvolvimento das plantas e inferéncia dos tratamentos sobre estes atributos é na fase de
florescimento da cultura, quando os efeitos ficam mais evidentes.

O reflexo do manejo na produtividade das culturas é essencial para adocdo de
determinada pratica. O aumento da produtividade neste caso estd associado a maior
capacidade do solo em suprir as necessidades da planta e também a capacidade desta de

adquirir os nutrientes necessarios para seu pleno desenvolvimento.

3.5 Concluséo
A adicdo de SH altera a atividade biologica do solo e a disponibilidade de N e P,
principalmente em solo com alta capacidade de adsorcao de P. Seu efeito fica mais evidente

no desenvolvimento e nutricdo das plantas de trigo. O estimulo das SH ao desenvolvimento
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das plantas resulta em incremento na produtividade, evidenciando o beneficio das SH para

culturas em solos tropicais.
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4 CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos indicam que:
1. As substancias humicas estimulam a atividade microbiana, mesmo sendo um material
organico recalcitrante;
2. Apesar do estimulo a atividade, ndo houve alteracdo na estrutura genética da
comunidade microbiana do solo;
3. A associagdo de substancias himicas e nitrogénio reduz a atividade microbiana;
4. Ocorreu aumento no teor de P e N do solo, bem como potéssio, calcio e também a
CTC;
5. Houve maior desenvolvimento da parte aérea e raizes das plantas de trigo, que
resultaram em maior producédo de gréos e espigas.
Esses resultados trazem informacgfes importantes a respeito dos beneficios da adi¢do de
material recalcitrante sobre parametros relacionados com a melhoria de propriedades
quimicas e bioldgicas do solo, bem como com o desenvolvimento de plantas em condicdes

tropicais.
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APENDICE A
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Analise de agrupamento com base na técnica de T-RFLP apos incubacgdo de SH sem adicdo de N. (A) Apds 3 dias; (B) Apos 14 dias; (C) Apos
28 dias; (D) Apos 42 dias.
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APENDICE B
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Analise de agrupamento com base na técnica de T-RFLP apds incubacdo de SH com adicdo de N. (A) Apoés 3 dias; (B) Apos 14 dias; (C) Apoés
28 dias; (D) Apos 42 dias
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Analise de agrupamento com base na técnica de T-RFLP apos incubacdo de SH sem adicdo de N, comparando o comportamento da comunidade

microbiana ao longo do tempo. (A) DO; (B) D300; (C) D600; (D) D900; (E) D1500; (F) D3000.
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APENDICE D
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Analise de agrupamento com base na técnica de T-RFLP apds incubacdo de SH com adic¢do de N, comparando o comportamento da comunidade
microbiana ao longo do tempo. (A) DO; (B) D300; (C) D600; (D) D900; (E) D1500; (F) D3000






