ATIVIDADE ENZIMATICA E ATIVIDADE MICROBIANA EM SOLO COM
QUANTIDADES VARIADAS DE PALHA DE CANA-DE-ACUCAR

Vieira, R.FL.: Ramos, N.P.1

! Embrapa Meio Ambiente, CP 69, CEP 13620-000, Jaguarina, SP
Email: rosana.vieira@embrapa.br

Resumo - Por razdes ambientais, agronémicas e econémicas a colheita manual da cana tem
sido substituida por operacdo mecénica que mantém toda a palhada sobre o solo. Apesar dos
varios beneficios que esta pratica proporciona existe um crescente interesse em remover parte
daquele residuo como matéria prima para utilizacdo na producdo de energia e de etanol de
segunda geracdo. Entretanto, poucas informacdes sdo disponiveis sobre a quantidade de palha
que deve ser mantida no campo de modo a ndo afetar a produtividade da cana além de ser
sustentavel em termos ambientais. Outro fator que vem sendo estudado é a utilizacdo de
inoculantes bacterianos em substituicdo ao adubo nitrogenado. Entretanto, para determinar a
adequabilidade de se utilizar diferentes tipos de manejos € necessario que o solo seja
monitorado utilizando-se indicadores de qualidade de solo. Os indicadores microbioldgicos tém
sido amplamente utilizados uma vez que sdo atributos sensiveis ao manejo de solo Neste
contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimatica e microbioldgica em &reas
cultivadas com cana onde quantidades variadas de palha foram mantidas sobre o solo. A cana
ndo recebeu adubacdo nitrogenada e foi inoculada com bactérias promotoras de crescimento de
plantas. O experimento foi conduzido em Guaira, SP, em blocos ao acaso, com 4 repeticdes e
0s tratamentos: areas com 0%, 36%, 64% e 100% de palha mantida sobre o solo, em duas socas.
As avaliacdes das atividades enzimaticas foram feitas em abril de 2015 e janeiro de 2016. As
atividades da B-glucosidase ndo variaram entre o0s tratamentos nas duas épocas e foi maior no
solo da segunda coleta. As atividades da urease variaram entre os tratamentos e foram maiores
nos tratamentos 136 e 164, na coleta de 2015. Na segunda coleta os resultados foram maiores
do que os obtidos em 2015, mas sem diferencas entre os tratamentos. As atividades da fosfatase
acida variaram entre os tratamentos mas ndo apresentaram diferencas consistentes que
pudessem ser explicadas e, do mesmo modo, foram maiores na segunda avaliacdo. As
atividades microbianas, medidas pela hidrdlise do diacetato de fluoresceina, ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos e foram menores na segunda avaliacdo. Os
resultados demonstraram que fatores ambientais podem ter sido os que mais influenciaram as
atividades enzimaticas e microbianas do solo. O curto periodo de tempo em que 0 experimento
foi conduzido pode ndo ter sido adequado para demonstrar diferencas entre os tratamentos.
Sugere-se que mais amostragens sejam feitas ao longo do ciclo da cana e por um periodo maior
de tempo no sentido de avaliar o melhor indicador de qualidade de solo.

Palavras Chave: Cana de agUcar. Atividade microbiologica do solo. Atividade enzimatica do
solo



1. Introducéo

O Brasil € o maior produtor mundial de cana, com um rendimento de 616 milhdes de
toneladas obtidos na colheita de 2017/2018, provenientes de uma area plantada de 8,6 milhdes
de hectares (CONAB, 2018), concentrados principalmente na regido centro-sul. Por razdes
econdmicas, agrondmicas e ambientais grande parte das areas produtoras de cana adotam a
colheita mecanica por ser mais sustentavel, uma vez que evita a queima e ainda permite a
manutencdo anual de elevadas quantidades de palha sobre o solo (i.e., 10-20 Mg ha de massa
seca) (LEAL et al., 2013). Apesar dos beneficios fisicos e quimicos que esta pratica traz ao solo
ao solo, existe um crescente interesse em retirar parte deste residuo como matéria prima para
ser utilizada na producéo de bioenergia e de etanol de segunda geracdo (KHATIWADA et al.,
2016; LISBOA et al., 2018). Entretanto, ainda ndo existe uma recomendagé&o efetiva sobre a
guantidade de palha que poderia ser retirada do campo sem provocar alteraces na
produtividade da cana e na qualidade do solo. Segundo Aquino et al. (2018) é possivel remover
50 % da palha do campo para processos industriais sem afetar de forma negativa a
produtividade da cultura. Carvalho et al. (2016) sugeriu que pelo menos 7 Mg ha de palha
deveriam permanecer no campo de modo a evitar reduc6es no rendimento da cana e aumento
da degradacéo ambiental.

Além do encerramento da queima e do aproveitamento da palha para geracdo de maior
quantidade de energia renovavel por area, outra pratica que pode ampliar a sustentabilidade na
producdo da cana-de-acUcar é a substituicao parcial ou total de fertilizantes nitrogenados fdsseis
por inoculantes bioldgicos. Baldani et al. (1997) e Reis et al. (2009) verificaram efeitos
positivos com uso de inoculantes em cana, que promovem a fixacdo biologica de nitrogénio e
ampliam o crescimento de plantas, devido a acdo de fitohorménios (SUMAN et al., 2005).
Também foram relatados efeitos indiretos, pela melhoria na solubilizacao de fosfatos (SINGH
et al., 2007), incremento no teor de C organico do solo e mineralizagéo de nutrientes proximos
a rizosfera (YADAV et al., 2009; TAULE et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013). O efeito
combinado da manutencdo de diferentes quantidades de palha pés colheita com a aplicacdo de
inoculantes bioldgicos substituindo a adubacdo nitrogenadas de cobertura é inédito e ainda
precisa ser melhor esclarecido. Isto porque ainda ndo se sabe se a agdo dos inoculantes pode ser
potencializada ou reduzida na presenca da palha.

A adocgéo de determinados tipos de manejo, entretanto, deve ser sempre monitorada por
determinados indicadores de qualidade de solo, no sentido de averiguar a real sustentabilidade
do sistema de cultivo a ser utilizado. As atividades enzimaticas e as atividades dos
microrganismos tém sido sugeridas como indicadores potenciais de qualidade do solo, uma vez
que elas respondem rapidamente a mudancas nas praticas de manejo (PANDEY et al., 2014;
RASOOL et al., 2014), as condi¢bes ambientais e as estruturas das comunidades microbianas
do solo (DICK et al. 1996). Dentre estas enzimas podem ser citadas a B-glucosidase, a urease e
a fosfatase acida envolvidas no ciclo do carbono (C), nitrogénio (N) e do fdsforo (P),
respectivamente. A B-glucosidase realiza o passo final da degradacédo da celulose liberando
glicose, que é a maior fonte de C para as comunidades microbianas (WANG et al., 2010). A
urease tem uma importante funcao no ciclo de nitrogénio porque ela hidrolisa compostos tipo
ureia para CO- e nitrogénio amoniacal (DICK et al., 1996). A fosfatase acida é fundamental na
mineralizacdo do fésforo uma vez que catalisa a hidrolise de fosforo organico a fésforo
inorganico (REJSEK et al., 2012). O método enzimatico da atividade de hidrolise do diacetato
de fluoresceina tem também sido amplamente utilizado como indicador de qualidade do solo e



mede a atividade potencial dos microrganismos heterotréficos envolvendo uma série de
substratos (ADAM; DUNCAN, 2001; SCHUMACHER et al., 2015).

Diante do exposto este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade enzimética e a
atividade microbioldgica do solo em éarea cultivada com cana de agucar com diferentes
quantidades de palha mantidas sobre o solo e inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento de plantas.

2. Material e métodos

2.1. Descricdo da area

O experimento foi conduzido em Guaira, SP. O clima da regido é especificado como
Cwa de acordo com a classificagdo de Koppen, que se caracteriza por verdes quentes e estacoes
secas de maio a setembro. A temperatura média anual do ar varia de 15,2°C a 28°C, enquanto
a precipitacdo média anual varia de 30 mm a 236,9 mm (Figura 1). O solo € classificado como
Latossolo Vermelho Acriférrico (EMBRAPA, 2013) de textura argilosa (64% de argila, 21%
de areia e 15 % de silte) e vem sendo cultivado com cana nos ultimos 65 anos. O método de
colheita manual, com queima, foi utilizado até o ano de 2010, quando foi substituido pelo
sistema de colheita mecanizada. As analises quimicas do solo séo apresentadas na Tabela 1
(Embrapa, 1997).
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Figura 1. Precipitacdo médias mensais ao longo do periodo experimental.

2.2. Instalagédo do experimento e tratamentos

A experimentacgéo foi conduzida durante a 12 e 22 socas da variedade IAC 95-500. Na
12 soca, distribuiu-se os tratamentos logo apds a colheita da cana-planta (28/08/2014). O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com quatro repeti¢fes e quatro niveis de
palha mantidos sobre o0 solo, ou seja: 10%, 136%, 164% e 1100%. Os niveis de palha relativos a
estes tratamentos na primeira e segunda soca foram: 0% (0 kg ha), 36% (4300 e 4700 kg ha-
1y, 64% (7400 e 8300 kg ha) e 100% (11500 e 13000 kg ha). A variacdo na quantidade de
palha deixada entre as socas se deve ao fato de que a producdo deste residuo varia com a
produtividade de colmos. As parcelas foram compostas por 14 linhas de cana-de-agicar com
20 m de comprimento e espacamento entre sulcos de 1,5 m, resultando em uma éarea total de



420 m? e érea util de 342 m?. A distribuicdo da palha para obtencdo dos niveis de interesse em
cada parcela, em ambas as socas, foi manual usando o método de proporcionalidade (p. ex. de
onze entrelinhas foram retiradas quatro e sete, respectivamente, para se obter a quantidade de
4.300 kg hat e 7.400 kg ha'). Apds a remogéo, o restante da palha foi redistribuido até a
homogeneizacdo da parcela. Para o tratamento 1100 manteve-se toda a palha sobre o solo.

Tabela 1. Analise quimica do solo realizada antes do estabelecimento dos tratamentos e em
outubro de 2015

pH CT P K Ca Mg SB CIC H+A V

Inicial
535 17,75 2750 4,70 4150 12,50 58,70 87,20 28,50 67,00
Outubro de 2015
10 517 15,33 18,33 3,10 32,67 9,67 4543 80,77 35,33 55,80
136 523 18,00 19,33 2,37 39,00 12,33 53,70 87,03 33,33 61,60
164 533 19,00 17,00 3,10 40,33 13,33 56,77 86,43 29,67 65,50
1100 530 17,33 18,00 2,50 39,67 13,33 5550 87,50 32,00 63,50

10, &rea sem palha mantida sobre o solo; 136, area com manutencdo de 36% de palha; 164, area
com manutencdo de 64% de palha; 1100%, area com manutencdo de toda a palha sobre o solo.
CT, carbono total, g kg*; P, mg dm; K, Ca, Mg, mmolc dm™; SB, soma de bases, cmolcdm?;
CTC, capacidade de troca de cations, cmolcdm™; H + Al, cmolcdm; V, saturagéo de bases, %.

O inoculante utilizado em substituicdo ao fertilizante nitrogenado foi pulverizado sobre
as plantas em 25/11/2014 e 26/11/2015 e possuia as seguintes estirpes bacterianas: Azospirillum
amazonense (BR11145), Herbaspirillum seropedicae (BR1135), H. rubrisubalbicans
(BR11504), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11281T) e Burkholderia tropica
(BR11366T), todas com func¢des de fixacdo biologica de Nz e sintese de fitohormdnios (REIS
et al., 2009). A producéo do inoculante foi feita na Embrapa Agrobiologia (SCHULTZ et al.,
2012). Para a sua aplicacdo ele foi diluido em &gua em um volume suficiente para ser
pulverizado na area Util de uma parcela. O jato da calda foi direcionado as folhas da soqueira.
Esta operacdo foi repetida por 12 vezes.

E importante enfatizar que n&o houve aplicacdo de vinhaca, de torta de filtro ou de
irrigacao.

2.3. Determinacao das atividades enzimaticas

A medigdo da atividade da B-glucosidase (AG) baseou-se na determinacdo do p-
nitrofenol liberado ap6s a incubacdo do solo com uma solucdo de p-nitrofenil glucosideo, por
2 ha37°C (TABATABAI, 1994). Para a avaliacdo da atividade da urease (AU) utilizou-se o
método baseado na determinacdo do amdnio liberado apos a incubacdo da amostra de solo com
uréia, por 2 h a 37°C (NANNIPIERI et al., 1978) A quantificagdo do NH4" produzido pela
atividade da urease foi feita pela analise por injecdo em fluxo (FIAS 300-Perkin Elmer). A
atividade da fosfatase é&cida (AFA) foi quantificada incubando-se o solo com p-
nitrofenilfosfato, por 1 h a 37°C e medindo-se, por absorvancia, a quantidade de p-nitrofenol
formado (TABATABAI, 1994).



2.4. Avaliacdo da atividade total dos microrganismos

A taxa de atividade de hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA) foi utilizada para a
determinacéo da atividade microbiana total do solo. Para a sua quantificacdo foi utilizada a
técnica descrita por Schnurer & Rosswall, (1982).

As analises foram feitas em triplicatas para cada variavel e o teor de umidade do solo
foi medido de modo a apresentar os resultados analiticos com base no solo seco.

3. Resultados e Discussao

As atividades de hidrdlise do diacetato de fluoresceina ndo apresentaram diferencas
consistentes entre os tratamentos de niveis de palha tanto no ano de 2015 como no ano de 2016
(Tabela 2). Na primeira coleta ocorreu um ligeiro decréscimo do FDA no tratamento 136, que
embora significativo, foi apenas 5% menor que a média dos outros tratamentos. Os resultados
também demonstraram que os montantes de palha mantidas no solo ndo afetaram a AG, que
foram maiores no ano de 2016 (Tabela 3). As auséncias de respostas entre 0s tratamentos com
relacdo as FDA e AG ndo eram esperadas. Estas duas enzimas estdo envolvidas na
decomposicdo da matéria organica e com o possivel maior aporte de C no solo, principalmente
o0 C soltvel, nas areas onde maiores quantidades de palha foram mantidas no campo, presumia-
se que estes parametros fossem adequados para que diferencas entre tratamentos,
principalmente, com relagdo ao 10, fossem obtidas. Sabe-se que o C sollivel em agua é
considerado o substrato organico mais ativo e imediato para os microrganismos (McGILL et
al., 1986). Por outro lado, uma vez que a area de experimentacdo foi cultivada com cana por
mais de 65 anos, um certo equilibrio nos processos relativos ao ciclo de C podem ter sido
alcancados. E bom enfatizar que a primeira avaliacdo foi feita no primeiro ano de
estabelecimento dos tratamentos. Na segunda, embora mais palha tenha sido adicionada ao solo,
as avaliacOes das atividades enziméticas somente foram feitas no inicio do desenvolvimento da
cana. Os resultados contrarios obtidos para estas duas enzimas, uma com aumento na segunda
coleta (AG) e outra com decréscimo (FDA) podem estar relacionados as formacgdes de
microclimas diferenciados no solo, em decorréncia das diferentes condi¢bes de temperatura e
de precipitagdes pluviométricas entre as duas datas.

Tabela 2. Atividade hidrolitica do diacetato de fluoresceina (FDA, pug FDA hidrolisado min.™
g! de solo) em solo cultivado com cana-de-aglcar onde diferentes quantidades de palha foram
mantidas sobre o solo.

Tratamentos Epocas de avaliagdo

Abril de 2015 Janeiro de 2016
10 6,03 Aa 4,83 Ab
136 5,30 Ba 4,63 Aa
164 5,41 ABa 4,18 Ab
1200 5,61 ABa 4,49 Ab
Média 5,59 a 453 Db

10, &rea sem palha mantida sobre o solo; 136, area com manutencdo de 36% de palha; 164, area
com manutencdo de 64% de palha; 1100, a&rea com manutenc¢éo de toda a palha sobre o solo.
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e mindscula na linha ndo sdo
significativamente diferentes (Teste Tukey, p <0,05).



Tabela 3. Atividade da B-glucosidase (AG, pg p-nitrofenol h* g de solo) em solo cultivado
com cana-de-agucar onde diferentes quantidades de palha foram mantidas sobre o solo.

Tratamentos Epocas de avaliagdo

Abril de 2015 Janeiro de 2016
10 42,97 Ab 66,81 Aa
136 45,51 Ab 59,93 Aa
164 47,11 Aa 59,57 Aa
11200 48,23 Ab 69,91 Aa
Média 45,96 b 64,05 a

10, &rea sem palha mantida sobre o solo; 136, a&rea com manutencdo de 36% de palha; 164, &rea
com manutencdo de 64% de palha; 1100, a&rea com manutencdo de toda a palha sobre o solo.
Meédias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na coluna e mindscula na linha ndo sdo
significativamente diferentes (Teste Tukey, p <0,05).

Os resultados das atividades da urease apresentaram comportamento diferenciado entre
os tratamentos somente na avaliagdo feita em abril de 2015 (Tabela 4). Neste periodo a maior
atividade foi obtida no tratamento 136 seguido pelos tratamentos 164/1100 e, por fim, pelo
tratamento 10. O menor valor obtido no 10 pode indicar um menor potencial do solo sem palha
em converter o N-organico em N mineral (LANNA et al., 2010). Na segunda avaliacdo as AU
ndo variaram entre tratamentos e foram, em geral, maiores que as obtidas na coleta anterior.
Estes resultados obtidos em 2016 demonstram que a época de avaliacdo da atividade desta
enzima é um fator a ser considerado, quando pretende-se viabiliza-la como indicador de
qualidade do solo. Segundo Longo & Melo (2005) a maior atividade da urease ocorre em
periodos mais quentes do ano. Em 2016, as maiores temperaturas podem ter ocasionado o
aumento na atividade desta enzima igualando-as, independentemente, dos niveis de palha
mantidos no solo.

Tabela 4. Atividade da urease (AU, ng NH4*-N ht g1 de solo) em solo cultivado com cana-de-
acucar onde diferentes quantidades de palha foram mantidas sobre o solo.

Tratamentos Epocas de avaliacdo

Abril de 2015 Janeiro de 2016
10 18,38 Cb 31,85 Aa
136 26,05 Aa 28,11 Aa
164 20,11 BCb 31,57 Aa
1100 21,63 Bb 32,72 Aa
Média 21,29 b 31,06 b

10, area sem palha mantida sobre o solo. 136, &rea com manutencéo de 36% de palha; 164, area
com manutencao de 64% de palha; 1100%, area com manutencgéo de toda a palha sobre o solo.
Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na coluna e mindscula na linha ndo sdo
significativamente diferentes (Teste Tukey, p < 0,05).

As atividades da fosfatase &cida na avaliagdo feita em abril de 2015 foram menores no
tratamento 10, ndo apresentando diferencas marcantes entre os tratamentos com deposicao da
palha (Tabela 5). Em 2016, as AFA foram maiores nos tratamentos 10 e 1200 comparativamente



a média dos tratamentos 136 e 164, com todos os valores sendo superiores aos obtidos em 2015.
A producdo da enzima fosfatase é afetada pela disponibilidade de P no solo sendo favorecida
pela baixa disponibilidade deste elemento as plantas e microrganismos (STEGE et al., 2009).
Entretanto, a analise quimica do solo realizada em outubro de 2015 ndo detectou diferencas
entre os niveis de P nos diferentes tratamentos. Os maiores valores relativos a AFA obtidos em
janeiro de 2016 podem ser decorrentes das condi¢des climéaticas conforme j& comentado para
as outras atividades enzimaticas. Nunes et al. (2009) observaram em area com monocultura de
café que a AFA foi estimulada em periodos de maior disponibilidade de &gua sendo
drasticamente reduzida em periodos de seca.

Tabela 5. Atividade da fosfatase acida (AFA, ug p-nitrofenol h g* de solo) em solo cultivado
com cana-de-agucar onde diferentes quantidades de palha foram mantidas sobre o solo.

Tratamentos Epocas de avaliagdo

Abril de 2015 Janeiro de 2016
10 66,77 Cb 167,12 Aa
136 91,80 ABb 126,89 Ba
164 107,08 Ab 122,99 Ba
1200 71,47 BCb 145,66 ABa
Média 84,28 b 140,66 a

10, &rea sem palha mantida sobre o solo; 136, area com manutencdo de 36% de palha; 164, area
com manutencdo de 64% de palha; 1100%, area com manutencdo de toda a palha sobre o solo.
Meédias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na coluna e mindscula na linha ndo sdo
significativamente diferentes (Teste Tukey, p <0,05).

Segundo Dick et al. (1996) solos sob manejos que visam promover sua qualidade devem
apresentar maior atividade bioldgica, o que se reflete em uma producdo superior de enzimas e
um maior potencial para estabiliza-las e protegé-las, por meio de sua complexacdo na matriz
do solo. No presente experimento, devido ao curto prazo de estabelecimento dos tratamentos,
pode ndo ter havido tempo suficiente para que as atividades enzimaticas e a atividade dos
microrganismos do solo apresentassem solidas diferencas entre areas com diferentes
quantidades de palha.

4. Conclusodes

e As atividades da B-glucosidase e da hidrolise do diacetato de fluoresceina nao foram eficazes
em demonstrar diferencas entre os tratamentos.

¢ A importéncia da atividade da urease em demonstrar efeitos na decomposicdo do N-orgéanico
foi dependente do periodo de amostragem do solo.

e A fosfatase &cida foi a enzima que apresentou a maior tendéncia em demonstrar diferencas
entre os tratamentos.

e Em decorréncia dos possiveis efeitos da sazonalidade nas atividades enzimaticas seria
adequado que mais avaliagdes fossem feitas ao longo do ano no sentido de diagnosticar qual
delas poderia ser considerada como melhor indicador de qualidade de solo.



¢ As baixas respostas das atividades enzimaticas e de atividade microbiol6gica obtidas entre
tratamentos podem ser decorrentes do periodo curto de experimentagdo em uma area que ja
vinha sendo cultivada com cana por 65 anos.
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