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RESUMO

O trabalho apresenta o monitoramento de 13 anos do carbono da biomassa microbiana (CBM) e da
enzima B-Glucosidase (ciclo do C), em trés areas adjacentes sob plantio direto (PD), convencional (PC) e
cerrado num Latossolo Vermelho-Amarelo argiloso. O experimento comecou em 1992 e o
monitoramento em 1999. Na fase 1 (1999 a 2003) as amostras foram coletadas na profundidade de 0 a 5
cm e na fase 2 (a partir de 2004) na profundidade 0 a 10 cm. Em média, na fase 1 a atividade da -
Glucosidase no PD foi 2,8 vezes superior a do PC e cerrado. Na fase 2 a magnitude dessas diferencas caiu
para 1,7 vezes. Na fase 1 a diferenca entre 0o CBM do PD e PC foi de 1,9 vezes, enquanto na fase 2 foi de
1,4 vezes. Em relacéo ao cerrado, houve reducGes no CBM nas duas areas cultivadas. A comparagdo entre
trés as areas revela que o PD favorece o acimulo de CBM e influéncia a ciclagem de C devido ao néo
revolvimento do solo.

Palavras-chave: -Glucosidade, bioindicadores, qualidade do solo, carbono da biomassa microbiana.
ABSTRACT

This paper presents the monitoring of 13 years of microbial biomass carbon (MBC) and the pB-
Glucosidase enzyme (C cycle), in three adjacent areas under the tillage (PD), Conventional (PC) and
Brazilian Savanna (Cerrado) in a clayey red yellow latosol. The experiment started in 1992 and the
monitoring in 1999. In the phase 1 (1999 - 2003) the samples were collected in the depth 0-5 cm and in
the phase 2 (from 2004) in the depth 0-10 cm. On average, in phase 1 the B-Glucosidase in PD activity
was 2,8 times higher than the PC and Cerrado. In the phase 2 the magnitude of these differences fell to
1,7 times. In the phase 1 the difference between the MBC of PD and PC was of 1,9 times, while in the
phase 2 was 1,4 times. Regarding the Cerrado, there was a reduction in MBC in the two cultivated areas.
The comparison between the three areas reveal that the PD favors the accumulation of MBC and have an
effect on the cycling of C due to the non soil revolving.

Keywords: B-Glucosidase, bioindicators, soil quality, microbial biomass carbon.

,

E crescente a relevancia do tema “Qualidade do Solo”, em perspectiva ao
aumento das atividades e necessidades antropicas. Em ambito geral, associa-se a
qualidade de um solo a sua produtividade, o0 que é constatado historicamente devido o
nosso modelo de producéo e, a forte demanda por novas tecnologias que aumentem a
eficiéncia econémica na relacdo uso e rendimento. Porém, o tema € ainda mais amplo,
englobando servigos ambientais, tais como a ciclagem de nutrientes e producdo de
biomassa, fundamentais para a manutencao e o equilibrio dos ecossistemas. De acordo
com Doran e Parkin (1994), a qualidade do solo esta relacionada a sua capacidade de
funcionar dentro dos limites dos ecossistemas para: (i) sustentar a produtividade
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bioldgica; (ii) manter a qualidade da agua e do ar e (iii) promover a saide humana, de
plantas e de animais.

A variedade de fatores que controlam 0s processos biogeoquimicos e suas
mudancas em funcdo do tempo e do espaco, aliados a complexidade do solo, estdo entre
os fatores que atrapalham a capacidade de acessar a sua qualidade e identificar os
parametros-chave que possam quadrar como bioindicadores. Por essa razdo, um
conjunto minimo de indicadores que englobam atributos quimicos, fisicos e bioldgicos
deve ser utilizado nas analises de qualidade de solo (Doran; Parkin, 1994), uma vez que
nenhum indicador individualmente ira descrever e quantificar todos os aspectos da
mesma. Pois ela pode ser quantificada a partir de um conjunto minimo de atributos
quimicos, fisicos, e bioldgicos integrados em um indice de qualidade do solo (IQS),
constituindo de natureza diversa (Sands; Podmore, 2000).

Os microrganismos juntamente com a fauna (micro, meso e macro) e as raizes
das plantas, constituem a fracdo viva da matéria organica do solo e podem ser utilizados
como indicadores biologicos uma vez que estdo intimamente relacionados ao
funcionamento do solo, apresentando uma estreita inter-relagdo com os componentes
fisicos e quimicos (Mendes et al., 2009). Para esses autores, o grande personagem
responsavel pelos servicos ambientais, como a: formacdo de solos, decomposicdo de
residuos, biorremediacdo de poluentes, ciclagem de nutrientes e formacdo de matéria
organica, sdo 0s microrganismos. Por participar de grandes eventos como os citados,
que 0s microrganismos se tornam um dos potenciais bioindicadores para a qualidade de
solo, por isso a grande necessidade de estuda-los e conhecé-los melhor para determinar
0s mais apropriados e sensiveis as mudancgas complexas do sistema de solo. O uso de
indicadores microbiol6gicos pode ser visto como um componente importante dos
estudos envolvendo a avaliacdo da qualidade dos solos agricolas, devido a sua
sensibilidade para detectar, em etapa anterior em compara¢do a outros parametros
fisicos e quimicos, alteracBes que ocorrem nesse ambiente em fungdo do seu uso e
manejo, seja ele mantenedor, melhorador ou degradador da qualidade (Doran, 1980;
Dick, 1994; Matsuoka et al., 2003; Silva et al., 2009; Carneiro et al., 2009).

Dentre os parametros que mais tém sido avaliados nos estudos de indicadores
microbioldgicos destacam-se, a biomassa microbiana do solo, a atividade e diversidade
microbiana e atividade enzimética (Matsuoka et al., 2003, Carneiro et al., 2004,
Carneiro et al., 2008).

Os valores ideias para os bioindicadores podem variar conforme o tipo de solo,
sistemas de manejo e condicOes climaticas. Santana & Bahia-Filho (1999) utilizaram o
termo limite de sustentabilidade para separar a condicao sustentavel de ndo sustentavel e
propuseram dois enfoques para o estabelecimento de critérios de referéncias: 1)
condicéo de solo nativo e 2) condi¢des que maximizem a producao e conservem o meio
ambiente. Além disso, os critérios de variacdo temporal podem ser adotados quando
ocorre 0 acompanhamento de uma mesma &rea ao longo do tempo. Nesse caso, 0S
valores determinados para os indicadores microbiolégicos podem ser monitorados para
se avaliar tendéncias ao longo do tempo. Tanto as avaliagbes comparativas usando as
areas de referencias como, as avaliacdes temporais sdo complementares, pois permitem
diferentes escalas de avaliagdo. Destes critérios de referéncia, o uso de areas nativas



com minimos impactos antropogénicos, tem prevalecido (Dick, 1994; Doran & Parkin,
1994; Trasar-Cepeda et al., 1998; Mendes et al., 2003).

No Brasil, e mesmo no cenério mundial, as pesquisas que avaliam o uso dos
microrganismos como bioindicadores da qualidade dos solos s&o recentes. A producao
académica ainda é incipiente em face a potencialidade da temaética, pelo impacto que
novos conhecimentos na area e um melhor entendimento sobre o funcionamento dos
processos microbioldgicos — em especial nos solos do Cerrado. Na Embrapa Cerrados,
as pesquisas nesse tema foram iniciadas em 1999. Até entdo muito pouco se sabia sobre
0 impacto dos diferentes tipos de sistemas agricolas no funcionamento dos processos
microbioldgicos em solos de Cerrado. Nesse periodo, as avaliagdes se concentraram no
carbono da biomassa microbiana (CBM) e na atividade de enzimas do solo relacionadas
aos ciclos do C (B-Glucosidase), fosforo (fosfatase acida) e enxofre (arilsulfatase).

Neste trabalho é apresentado o monitoramento de 13 anos do CBM e da
atividade da enzima B-Glucosidase, em duas areas adjacentes sob plantio direto e
convencional num Latossolo Vermelho-Amarelo argiloso e uma area sob vegetacdo
nativa de cerrado, que também foi incluida como referéncia das condicGes originais do
solo. E de suma importancia apresentar um acompanhamento desses bioindicadores a
longo prazos, para que se possa entender a dindmica microbioldgica e o0 comportamento
do solo, tendo em vista que o sistema de plantio direto, baseado principalmente na
auséncia de revolvimento do solo, comecou a ser utilizado pelos produtores da regiéo
do Cerrado no inicio dos anos 1990 e hoje é adotado em mais de 50% da &rea cultivada
com culturas anuais na regido. A adogéo desse sistema de manejo acarreta modificagdes
significativas no funcionamento bioldgico do solo, pois esse sistema tem uma maior
concentracdo da atividade microbioldgica nas camadas superficiais.

Por tanto, dado a relevancia do tema abordado, este projeto objetiva verificar o
comportamento microbioldgico do solo de uma area agricola, a fim de compreender
através de dois tipos de andlises, (i) carbono da biomassa microbiana (CBM) e (ii)
atividade da enzima B-Glucosidase, o funcionamento biol6gico do solo em diferentes
sistemas de plantio. Assim como também descobrir qual é o sistema de plantio que mais
mantem a atividade microbioldgica, sendo assim um sistema de manejo mais
sustentavel; fornecer um estudo em longo prazo da atividade enzimatica e da biomassa
do solo, como sensiveis bioindicadores da qualidade do solo; realizar um histérico
estatistico das analises com todos os dados das amostras de solo utilizadas para a
pesquisa e verificar se a profundidade de coleta das amostras influencia os resultados.

O estudo foi realizado em uma érea experimental localizada na Embrapa
Cerrados, Planaltina-DF (15°36°34” S e 47°44°36” W), sob clima tropical quente e
Umido, com temperatura média anual do ar de 21 ° C, variando de uma média de 17°C
no inverno a uma media de 28°C na primavera e no verdo. O solo dessa area é do tipo
Latossolo Vermelho Amarelo Argiloso e o relevo da regido é predominantemente plano.
Os sistemas de plantio direto (PD) e plantio convencional (PC) foram iniciados em
1992/93 e os seus efeitos nas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do solo, vém
sendo monitorados desde 1999. O experimento consiste de 2 faixas com 320m de
comprimento. A faixa sob PD possui 50m de largura, e a faixa sob PC 25m. Nas duas
faixas o milho é cultivado em sucesséo a soja. Demonstrado na Figura. 1.
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Figura. 1. Imagem do Google Earth mostrando as trés areas estudadas: Plantio Direto (PD), Preparo
Convencional (PC) e Cerrado.

O monitoramento deve inicio no ano de 1999 e as coletas foram sempre na fase
de florescimento da cultura. As profundidades de amostragem foram diferentes durante
todo o monitoramento, de 1999 a 2003 (Fase 1) a profundidade de coleta foi de 0 a 5
cm, enquanto a partir de 2004 (Fase Il) essa profundidade foi de 0 a 10 cm.

As amostras de solo foram homogeneizadas e acondicionadas em sacos
plasticos, sendo armazenadas em geladeira (7° a 10° C) durante uma semana, quando
foram iniciados os ensaios. A determinacdo do conteido de adgua do solo (umidade) foi
efetuada pelo método gravimétrico, secando-se as amostras em uma estufa a 100° C
durante 72 horas, antes e depois da limpeza dos residuos vegetais, que € feita através do
peneiramento das amostras recém-coletadas.

Os parametros avaliados para esse estudo foram: o Carbono da Biomassa
Microbiana (CBM) que de 1999 a 2003 (Fase ) foi utilizado o método Cloroférmio-
Fumigacdo-Incubacdo (CFI) e a partir de 2004 (Fase Il), o método Cloroférmio-
Fumigagdo-Extracdo (CFE), e a B-Glucosidase uma enzima do ciclo do C, que atua na
fase final da decomposicdo da celulose (Tabatabai, 1994). Todas as anélises foram
realizadas no laboratério de Microbiologia do Solo da Embrapa Cerrados, Planaltina-
DF, desde 1999 pela orientagdo e supervisdo da Doutora e pesquisadora leda de
Carvalho Mendes.

A biomassa microbiana faz parte do componente vivo da matéria organica do
solo (MOS) e representa de 1 a 4% do C total e 5% do N total do solo (Jenkinson &
Powlson, 1976), é composta por bactérias, actinomicetos, fungos, algas e protozoarios
(Jenkinson & Ladd, 1981) que atuam ndo s6 no processo de intemperismo das rochas,
formagdo e manutengdo da estruturado solo, como também na decomposicdo de
residuos organicos, ciclagem de nutrientes e degradacdo de alguns poluentes e metais
pesados. Mendes et al.,2003 destaca, tendo em base este contexto, que todos os fatores
gue influenciam negativamente 0s microrganismos e beneficiam a perda da MOS,
também ocasionam uma deterioracao das propriedades quimicas e fisicas do solo.



A biomassa microbiana como componente labil da fracdo orgénica do solo
apresenta intenso poder de reciclagem e responde rapidamente as flutuagdes sazonais de
umidade e temperatura, ao manejo de residuos e cultivo dos solos (Gama-Rodrigues &
De-Polli, 2000), sendo assim é possivel notar o potencial para um sensivel bioindicador
de mudancgas nos teores totais de matéria organica do solo as alteragdes na MOS
poderdo ser percebidas antes mesmo que nas propriedades fisicas e quimicas do solo.

Foram utilizados dois tipos de metodologias para a determinacdo do CBM
durante 0 monitoramento, o método Cloroférmio-Fumigacao-Incubacéo (CFI), proposto
por Jenkinson & Polwson (1976), no qual a biomassa microbiana foi estimada com base
na diferenca do fluxo de CO,de amostras de solo fumigadas com cloroférmio (F) e ndo
fumigadas (NF). Depois da coleta no campo, as amostras foram pesadas (20g), as
fumigadas, em béqueres de 50mL e as ndo fumigadas em potes de vidro de 500mL,0
teor de umidade das amostras foi ajustado, posteriormente as amostras foram pré-
incubadas, no escuro, por sete dias, a temperatura ambiente (27° C). No quinto dia de
pré-incubacdo, metade das amostras foi fumigada por 48horas em um dessecador
acoplado a uma bomba a vacuo, contendo uma placa de Petri com pérolas de vidro e 25
mL de cloroférmio isento de alcool. Durante esse periodo, as amostras NF foram
mantidas a temperatura ambiente. Depois da fumigacdo, o cloroférmio foi retirado do
dessecador e possiveis residuos, nas amostras fumigadas foram eliminados realizando 4
evacuagfes com uma bomba a vacuo. Feita essa operacdo, as amostras F e NF foram
transferidas para recipientes herméticos (500 mL de capacidade), contendo um frasco de
vidro com 10 mL de KOH 0,3M e, incubadas, no escuro, por dez dias, a temperatura
ambiente. A quantidade de CO; liberada do solo foi determinada depois da titulacdo
com HCI 0,1M com o uso de fenolftaleina 1% como indicador. Antes da titulacéo,
foram adicionados 3mL de BaCl, 20%. O carbono na biomassa foi determinado pela
diferenca entre CO, evoluido das amostras F e NF, no periodo de 10 dias depois da
fumigacdo, utilizando-se um fator de correcdo (Kc) de 0,41 (Anderson & Domsch,
1978). Demonstrada na Figura. 2.
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Figura. 2. Esquema da determinacédo do carbono da biomassa microbiana pelo método CFI.
A partir de 2004 foi realizado o método Cloroférmio-Fumigacao-Extracdo

(CFE), onde as amostras de solo sdo pré-incubadas e fumigadas conforme descrito para
0 método CFI. Apos a fumigacdo, é feita a extragdo do C nas amostras F e NF,



adicionando-se 50 mL de K,SO, mol L as amostras do solo (10g), que sdo
posteriormente submetidas a agitacdo horizontal (150 rpm) por 30 minutos. Em seguida,
o material é filtrado para que seja feita a determinacdo do C por dicromatometria,
seguida de titulacdo com sulfato ferroso amoniacal. A determina¢do do carbono é
utilizada para a estimativa da biomassa microbiana, segundo a formula: (mg C de solo
fumigado — mg C de solo ndo fumigado) / Kec. O Kec representa a quantidade de
carbono proveniente da biomassa microbiana que é extraida com K,SO, apds a
fumigacdo. Demonstrada na Figura. 3.
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Figura. 3. Esquema da determinacao do carbono da biomassa microbiana pelo método CFE.

Apesar dos métodos CFI e CFE serem 0s mais usados atualmente nas rotinas
laboratoriais, estes apresentam limitagdes, vantagens e desvantagens. O método CFIl tem
limitagcbes quando utilizado em solos &cidos e solos onde houve adicdo recente de
material organica (Tate et al., 1988; Powlson, 1994; Martens, 1995). Sendo assim, o
método CFE vem sido proposto com o objetivo de superar tais dificuldades do método
CFIl aumentando a sensibilidade aos resultados, porem para que isso ocorra se utiliza
extratores toxicos de carbono, como o dicromato de potassio.

Dentre as inimeras funcbes que 0os microrganismos possuem, uma delas é ser
responsavel pela producdo de enzimas extracelulares que degradam substancias de
elevado peso molecular formando assim compostos mais simples. As fontes de enzimas
para 0 solo podem vir, além das células metabolicamente ativas, da morte dos
microrganismos com consequente lise celular, dos vegetais e da fauna (Burns, 1986). O
que faz uma enzima ficar mais estdvel e menos susceptivel a degradacdo é ela ser
metabolizada pelos microrganismos ou se associar aos coldides presentes no solo.

Segundo Aradjo & Monteiro (2007), a atividade enzimaética do solo esta inter-
relacionada com a matéria organica, com as propriedades fisicas e quimicas e com a
atividade e biomassa microbiana podendo funcionar como um bom indicador de
mudangas na qualidade do solo e envolver metodologias simplificadas.

Dentre os fatores que influem na atividade enzimatica do solo estdo a
concentracdo do substrato, o nivel de umidade, a temperatura e o pH do solo (Silva et
al., 1995; Arunachalan & Melkania, 1999). Geralmente, dependendo dos valores de pH



pode ocasionar uma diminui¢do ou até mesmo a inibicdo da atividade enzimatica, pois
muitas enzimas exigem um pH ideal para atingir sua atividade méxima. Outra forte
influéncia que a atividade metabdlica do solo sofre é a da presenga das raizes e
materiais organicos em decomposicdo. Existe uma atividade microbiana muito intensa
na rizosfera, ocasionada a existéncia de secre¢des radiculares e exsudatos que irdo
fornecer grande parte da fonte de nutrientes prontamente disponiveis para 0s
microrganismos (Grayston & Jones, 1996).

A B-Glucosidase € uma enzima de presenca relevante nos solos que pode ser
encontrada em plantas, animais e microrganismos, responsavel por catalisar as reacdes
de hidrolise da maltose e da celobiose, cujos produtos sdo importantes fontes de energia
para 0s microrganismos do solo (Tabatabai, 1994).

De forma geral, a avaliacdo da atividade enzimatica &€ muito importante para
entender uma série de processos ocorridos no solo, inclusive para o conhecimento e
monitoramento das atividades poluidoras e degradoras do solo (Margesin et al., 2000;
Taylor et al., 2002).

Para analisar a atividade enzimatica do solo sera avaliada a atividade associada
ao ciclo do carbono (B-Glucosidase), utilizando os métodos descritos por Tabatabai
(1994). Esse método se baseia na determinagdo colorimétrica do p-nitrofenol (coloracao
amarela) formado apds a adicdo do substrato incolor especifico para essa enzima,
chamado PNS. Para cada amostra de solo, foram realizadas 3 repeti¢des analiticas no
laboratdrio. A atividade enzimatica do solo ¢ expressa em pg p-nitrofenol liberado por
grama de solo seco por hora. Demonstrada na Figura. 4.
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Figura. 4. Esquema da atividade enzimatica do solo

Os resultados foram submetidos a analise de variancia utilizando o PROC
ANOVA do pacote estatistico SAS 9.1. Quando o teste F detectou significancia
estatistica o teste de Tukey (t) (p < 0,05) foi utilizado para distin¢do das médias.

As diferencas entre as areas avaliadas foram maiores na Fase | (0-5cm) do que
na Fase Il (0-10cm). Esse efeito esta relacionado a estratificacdo das propriedades
microbioldgicas no perfil do solo, quando da auséncia do revolvimento deste.



Em média, na Fase | os niveis de atividade da B-Glucosidase na area sob PD
foram 2,8 superiores aos do PC e cerrado. Na Fase Il a magnitude dessas diferencas caiu
para 1,7 vezes. Esse resultado esté relacionado ao fato de que o menor revolvimento do
solo no PD permite o acumulo, em sua superficie, de residuos vegetais de menor
complexidade que servem de substrato para a atuacdo dessa enzima (Mendes et al.,
2003). A Atividade dessa enzima no solo é controlada ndo s6 pela quantidade como
também pela qualidade da serapilheira (Bandick & Dick, 1999). Sendo assim, em locais
onde a complexidade do residuo vegetal € elevada (cerrado nativo) sua atividade é baixa
e em locais onde a complexidade dos residuos vegetais que retornam ao solo é menor
(&reas agricolas) sua atividade tende a ser maior (Matsouka et al., 2003).

Ao longo dos 13 anos de monitoramento, nas trés areas, as diferencas obtidas
com a enzima B-Glucosidase foram mais acentuadas. Demonstrada no Gréfico. 1.
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Gréfico. 1. Representacédo grafica da atividade enzimatica do solo durante 13 anos.

Nas areas nativas, a auséncia de revolvimento do solo resulta no acumulo de
material organico na sua superficie, na maior presenca de hifas flngicas e raizes finas
que, atraves da liberacdo de exsudatos radiculares, favorecem o desenvolvimento dos
microrganismos e consequentemente, a ocorréncia de uma maior biomassa microbiana
(Matsuoka et al., 2003; Mendes et al., 2003). Na Fase | a diferenca entre 0 CBM das
areas sob PD e PC foi de 1,9 vezes, enquanto na Fase Il foi de 1,4 vezes. Esses
resultados evidenciam o efeito positivo da auséncia de revolvimento do solo no PD
sobre 0 CBM. Em relagdo ao cerrado, houve reducbes no CBM nas duas areas
cultivadas. Demonstradas no Gréfico. 2.
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Gréfico. 2. Representacdo grafica do CBM durante 13 anos.

A adocdo do Plantio Direto promoveu o acumulo de matéria organica e
nutrientes nos 10 cm iniciais do solo e a ocorréncia de maiores niveis de CBM e
atividade enzimatica, em relacdo a drea manejada sob Plantio Convencional acarretando
assim modificacfes significativas no funcionamento bioldgico do solo, com uma maior
concentracdo da atividade microbioldgica nas camadas superficiais.

O Monitoramento revelou que a atividade da B-Glucosidase apresenta mais
sensibilidade para diferenciar agrossistemas sendo assim um potencial bioindicador de
qualidade do solo.
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