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RESUMO

Os atributos microbioldgicos sdo apontados como importantes indicadores da qualidade
do solo, visto que respondem rapidamente as préaticas de manejo e alterac6es no solo. O manejo
nutricional através do emprego de fertilizantes afeta a atividade enzimética e, por conseguinte
a fertilidade do solo, uma vez que as enzimas estdo envolvidas na dindmica dos nutrientes no
solo. Neste sentido, buscou-se neste estudo investigar os efeitos da fertilizagdo principalmente
com nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), enxofre (S) e micronutrientes na atividade
enzimética de um Latossolo Vermelho Amarelo tipico da regido do Cerrado no Brasil. A fim
de apurar esse efeito, foi analisada a atividade das enzimas B-glicosidase (B-G), fosfatase &cida
(FAC) e alcalina (FAL) e arilsulfatase (AR) e da atividade da hidrolise do diacetato de
fluoresceina (FDA) sob os seguintes tratamentos: Controle (sem fertilizacdo), NKSm (N, K, S
e micronutrientes) e NPKSm (N, P, K, S e micronutrientes), em dois niveis de calagem (com e
sem calagem). Os resultados indicaram que as enzimas mais afetadas pelos tratamentos de
adubacédo foram a arilsulfatase, fosfatase 4cida e alcalina. Porém observou-se que a mudanga
de pH (potencial hidrogenidnico) proporcionada pela calagem teve efeito preponderante no
comportamento enzimatico de todas as enzimas, que apresentaram respostas diferenciadas. A
enzima arilsulfatase mostrou-se sensivel a presenca de S, e as fosfatases acidas e alcalinas a
presenca de P, uma vez que sdo enzimas induziveis e logo suas atividades sdo amplamente
determinadas pela presenca destes elementos. A enzima -glicosidase ndo demonstrou mudanca
em sua atividade devido ao manejo de calagem, o que indica que esta pode ser uma otima
enzima no monitoramento da qualidade do solo, pois ndo é afetada por essa prética agricola
amplamente empregada e que poderia comumente alterar os resultados. Conclui-se através dos
resultados que a atividade das enzimas estudadas podem ser indicadores uUteis da dindmica de
fertilidade de solo, e que calagem e adubacgéo afetam sua atividade regulando a transformacao
de nutrientes no solo. Assim depreende-se que o pH e disponibilidade de nutrientes sdo agentes
determinantes para a atividade enzimatica e microbiologica do solo. Com isso cuidados séo
oportunos no manejo destes fatores a fim de minimizar quaisquer impactos negativos na
disponibilidade de nutrientes.

Palavras-chave: Calagem. Enzimas. Fertilizantes. Manejo nutricional. Microrganismos.
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1 INTRODUCAO

Em 2050 a populagdo mundial devera ser cerca de 9,7 bilhes de pessoas segundo a
Organizacao das Nacbes Unidas (ONU, 2022). Essa tendéncia devera ser acompanhada pelo
aumento da renda média e poder aquisitivo das popula¢des de baixa e média renda, reducao da
pobreza, melhoria na distribuicdo de renda e mudanca nos padrdes de consumo, 0 que gerara
grande impacto na demanda e consumo de alimentos (TORRES; CAMPOS, 2022).

Com base e em vista destas predi¢des, percebe-se que invariavelmente a agricultura e
um dos recursos mais valiosos, o solo, entram nessa equacgéo, estando relacionados para a
mitigacdo de problemas ligados a clima, fome e pobreza, meio ambiente, etc. A partir desse
precedente, estabelece-se que o desafio de se produzir mais e com melhor qualidade, seguindo
principios sustentaveis e garantindo a seguranca alimentar passa pelo manejo adequado do solo.

O solo constitui-se de um recurso natural ndo renovavel, vivo e dindmico que necessita
de total cuidado e monitoramento com base em seus aspectos fisicos, quimicos e biolégicos
(ALEXANDRE, 2015; SILVA et al., 2021). Fundamentado no entendimento destes atributos
pode-se entender a qualidade do solo e sua saude, que é definida como “A capacidade de um
solo funcionar dentro dos limites do ecossistema para sustentar a produtividade biologica,
manter a qualidade ambiental e promover a satde de plantas e animais” (DORAN; PARKIN,
1994, p. 7).

O solo abriga muitas formas de vida e € 0 meio por onde as plantas encontram 0s
recursos para crescer. Entretanto sua funcionalidade vai muito além, relacionando-se com a
produtividade das culturas e dos animais, com a qualidade ambiental e dos recursos naturais,
aléem da salde de plantas, animais € humanos (DORAN; ZEISS, 2000). Desta maneira é
extremamente relevante que se faca o uso sustentavel do solo e realize seu monitoramento, no
gue concerne a sua qualidade.

Assim faz-se necessario o0 acesso a qualidade do solo, por meio de parametros capazes
de ilustrar as situacdes e modificacdes que ocorrem neste sistema, a fim de entender as praticas
gue possam ser positivas e negativas e com isso alterar ou manter o manejo. Indicadores fisicos,
quimicos e biolégicos podem ser usados. Estratégias que visem o uso de indicadores biolégicos
podem ser uma ferramenta adequada para avaliar a sustentabilidade do solo, como, por
exemplo, a avaliacdo da atividade enzimatica, que é uma indicadora para medir o estado do solo
e de sua qualidade (GIANFREDA; RAQ, 2014).

As enzimas participam da ciclagem de nutrientes no solo, o que pode favorecer plantas

e microrganismos, e desempenham papel essencial em ciclos como do nitrogénio (N), carbono
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(C), fésforo (P) e enxofre (S), por exemplo, com enzimas como urease no ciclo do N, B-
glicosidase no de C, fosfatases no de P e arilsulfatases no de S (KARACA et al., 2010). A
determinacdo das atividades destas enzimas é muito vantajosa por serem sensiveis as variacoes
de manejo, de simples e facil andlise, sdo relacionadas a matéria organica do solo (M.0O), e sdo
capazes de indicar e descrever o estado de qualidade e de fertilidade do solo, e as alteracGes
nele realizadas (BALOTA; CHAVES, 2010; GODLEWSKA, 2018). Elas podem indicar
alteracdes relacionadas ao revolvimento do solo, cobertura do solo, diferentes tipos de manejo,
efeitos de pesticidas e de fertilizacdo orgénica e inorganica, por exemplo (GIANFREDA et al.,
2002; KRELING et al., 2022; MELO, 1988).

As fertilizagOes tém grande importancia para a nutricdo de plantas, e podem apresentar
efeitos sobre os microrganismos e a atividade enzimatica. Neste sentido, destaca-se as
adubacbes nitrogenadas, fosfatadas, potassicas, de calcio, magnésio, enxofre, alem das
adubacBes com varios micronutrientes que sdo amplamente empregados na agricultura. Estes
elementos desempenham papéis primordiais em muitos processos fisiologicos podendo atuar
na fotossintese, respiracdo, na ativacdo enzimatica, crescimento celular, composicdo de
proteinas e enzimas, estrutura celular, entre outros. (MALAVOLTA, 2008; REETZ, 2017,
VAN RAILJ, 2011).

Assim, é necessario entender quais os impactos que as adubacBes e nutrientes
adicionados através dela, e também calagem, podem ter sobre a atividade enzimatica, e
consequentemente na dindmica de outros nutrientes no solo. Logo o monitoramento das
mudancas ocorridas na atividade enzimatica induzidas pelas fertilizacbes e calagem, sdo
cruciais a fim de entender e indicar os efeitos positivos e negativos dessas praticas agricolas.
Portanto indagou-se: qual a influéncia da adubacdo mineral e calagem sobre a atividade de
diferentes enzimas de um Latossolo Vermelho Amarelo tipico da regido de Cerrado?

A partir desse pressuposto buscou-se neste trabalho entender a influéncia de calagem e
adubacdo sobre as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase, fosfatase &cida e alcalina e atividade da
hidrolise do diacetato de fluoresceina. Partiu-se da hipdtese que a adicdo de fertilizantes e

calagem aumentam a atividade destas enzimas no solo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar e avaliar como os manejos de adubacédo e calagem, e consequentemente as
mudancas provocadas por eles, afetariam a atividade enzimatica e a ciclagem de nutrientes no

solo, a fim de aperfeicoar o manejo integrado de nutrientes.

2.2 Objetivos especificos

a) Auvaliar atividade enzimatica de B-glicosidase
b) Auvaliar atividade enzimatica de arilsulfatase
c) Awvaliar atividade enzimatica de fosfatase acida e alcalina

d) Awvaliar a atividade da hidrolise do diacetato de fluoresceina
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1  Adubacdo e calagem e sua importancia na agricultura

Diante do atual cenario de crescimento populacional mundial para os proximos anos, é
primordial que se busquem novas medidas para uma maior producdo de alimentos
(BOARETTO; JUNIOR; ABREU-JUNIOR, 2014). Com isso novas tecnologias e ferramentas
precisam ser bem utilizadas, aprimoradas e inovadas para que se garanta esse objetivo.

Uma das maneiras para chegar a esse objetivo é o uso de tecnologias e insumos chaves
como os fertilizantes e o correto manejo de adubagéo. Os fertilizantes sdo fundamentais pois
através deles ha efetividade na nutricdo das plantas garantindo altas produtividades e
assegurando o acesso a alimentos em quantidade e qualidade, o que contribui para a seguranca
alimentar da populagdo mundial e protecdo do meio ambiente (MACIEL; TUNES, 2021).

Com base nessa premissa, 0 uso de fertilizantes, emprego correto do manejo da
adubacdo, além do entendimento correto sobre nutricdo de plantas e fertilidade dos solos séo
importantes. A adubacdo compreende a pratica de se adicionar ao solo materiais que tem o
papel de disponibilizar para as plantas os nutrientes por elas requeridos, procurando atender sua
demanda sem comprometer os recursos naturais (SANTOS; SILVA, 2010). A fertilizagcdo pode
ser organica que sdo produtos ou subprodutos de origem animal, vegetal, urbana e residuos de
agroindustria; mineral com materiais resultantes de processos industriais; e organomineral que
consiste na combinagdo entre 0s organicos e minerais (SALDANHA et al., 2016).

A pratica da adubacdo dos solos é extremamente necessaria dada as caracteristicas
apresentadas pelos solos do mundo que podem apresentar limitacGes, aléem do requerimento
diferenciado de nutrientes por cada cultura. Alguns solos do Brasil, por exemplo, apresentam
carater cido com pH baixo, pobreza em nutrientes como N, P, K, Ca, Mg, S, Zn e Cu, baixa
capacidade de troca catidnica (CTC), alto poder de fixacdo de P e altos niveis de AP*
(BERNARDI; MACHADO; SILVA, 2002). Essas caracteristicas sdo ocasionadas
principalmente pela localizacdo geografica, fatores e processos de formacao dos solos, como a
propria rocha que deu origem ao solo, que pode ser mais rica ou mais pobre em nutrientes e o
intenso intemperismo que o solo sofreu (LOPES; GUILHERME, 2007).

Os nutrientes presentes no solo sdo divididos em macro e micronutrientes, no qual 0s
macronutrientes sao exigidos em maior quantidade e micronutrientes em menores quantidades,
sendo, entretanto, todos igualmente importantes as plantas, de modo que a caréncia de qualquer
um deles pode reduzir a produtividade (CRAVO; VELOSO, 2008). Os nutrientes ndo minerais

C (carbono), H (hidrogénio), O (oxigénio) sdo obtidos do ar e da &gua pelas plantas, e os demais
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sdo absorvidos na forma inorgéanica da solucdo do solo pelas raizes (LOPES, 1998). Os
macronutrientes minerais sdo N (nitrogénio), P (fosforo), K (potéssio), Ca (célcio), Mg
(magnésio) e S (enxofre); e os micronutrientes sdo B (boro), Cu (cobre), CI (cloro), Fe (ferro),
Ni (niquel), Mn (manganés), Zn (zinco) e Mo (molibdénio) (PAULETTI, 2016).

Cada nutriente presente no solo é necessario para que as plantas e microrganismos
possam crescer e desenvolver (RESENDE et al., 2016). A maioria dos nutrientes atuam em
processos fisioldgicos nas plantas como a fotossintese, respiracao, crescimento celular, além de
exercerem funcgdes estruturais, de constituicdo e ativacdo enzimatica, etc. (SALDANHA et al.,
2016).

Malavolta (2008) destaca as principais fun¢des destes nutrientes. O C, H e O fazem
parte da estrutura de compostos organicos; o N comp@e &cidos nucleicos, proteinas, enzimas,
participa da fotossintese; o P regula a atividade de enzimas, compfe &cidos nucleicos, é
envolvido com a molécula de ATP; o K esta envolvido na ativagdo de enzimas, abertura e
fechamento de estdmatos, fotossintese; o Ca € um componente da parede celular, é ativador de
enzimas; 0 Mg é um mineral constituinte da clorofila, relacionando-se com a fotossintese; 0 S
estd presente em proteinas, enzimas e coenzimas. Estas sdo algumas das fun¢es importantes
de alguns nutrientes amplamente utilizados em maior quantidade. Ha ainda também o0s
micronutrientes que sdo requeridos em menores quantidades, mas que também cumprem
funcbes imprescindiveis, principalmente como ativadores e cofatores enzimaticos.

Em condicGes tropicais, como a do Brasil, um problema pode ser focalizado para o P,
que é a sua disponibilidade limitante. Destaca-se que o P apresenta uma dindmica de movimento
lenta por difus@o no solo, e tem a tendéncia de interagir com os componentes do solo, podendo
ser fixado por Oxidos de Fe e Al, e argilas silicatadas do tipo 1:1 (BRADY; WEIL, 2013;
YAMADA,; STIPP; ABDALLA, 2004). Além disso, o P pode precipitar, 0 que ocorre com as
reacdes do P com Fe e Al em solos acidos formando compostos insolUveis de fosfato de Fe e
Al, e reacbes do P com Ca em solos alcalinos formando fosfatos insollveis de calcio
(GYANESHWAR et al., 2002). Assim tais processos indisponibilizam as formas de P no solo
dificultando sua absor¢do pelas plantas, o que exige aplicacfes de altas doses de fertilizantes
fosfatados (TURNER; RABOY, 2003).

No geral para o P, bem como para os outros elementos a adubacdo majoritariamente se
destaca por ser empregada na forma mineral com a utilizacdo de alguns fertilizantes. Os
fertilizantes amplamente utilizados podem ser destacados como: fosfato monoaménico (MAP),

fosfato diamdnico, superfosfato triplo, sulfato de aménio, ureia, nitrato de amdnio, cloreto de
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potassio, sulfato de potassio, sulfato de célcio, sulfato de manganés, sulfato de cobre, sulfato
de zinco, carbonato de calcio e magnésio, etc. (REETZ, 2017).

Contudo a eficiéncia da adubagdo em geral e a disponibilidade dos nutrientes no solo,
dependerd de inimeros fatores como quantidade e tipo de argila, fonte, modo e época de
aplicacdo de fertilizantes, aeracdo, compactacdo, umidade, temperatura, disponibilidade de
outros nutrientes, tipo de cultura, teor de M.O e pH (LOPES, 1998). Segundo 0 mesmo autor,
praticas como a calagem em solos de pH acidos podem ajudar ajustando o pH para a faixas de
maior disponibilidade de nutrientes que em geral ficam em torno 6 a 6,5. Ainda, como
explicado, com excecdo dos elementos Fe, Cu, Mn e Zn, que apresentam diminuicdo de
disponibilidade com o aumento do pH, os demais tem sua disponibilidade aumentada.

Além do efeito em aumentar o pH a pratica da calagem também adiciona os nutrientes
Ca e Mg no solo (BORGES; SILVA JUNIOR, 2010). A calagem corresponde a préatica de
adicdo de corretivos no solo, com a finalidade de neutralizar a acidez e elevar o pH do solo, o
que favorece a atividade microbiana, disponibilidade de determinados nutrientes, eficiéncia de
fertilizantes, aumento de CTC e reducdo da disponibilidade de elementos toxicos as plantas
(WIETHOLTER, 2000).

Apesar da importancia para a agricultura, ressalta-se que na atualidade a utilizacdo de
fertilizantes minerais € extremamente alta e € a mais empregada, mas como compde um recurso
que pode em algumas situacdes ser de baixa eficiéncia, caro e também finito devido a escassez
de fontes de mineracdo que sdo presentes e concentradas nas maos de poucos fornecedores de
poucos paises; se faz necessario explorar e utilizar mais os residuos e compostos organicos na
agricultura (BERNARDI; MACHADO; SILVA, 2002; CALIGARIS et al., 2022).

A M.O e adubacéo organica no contexto do solo sdo atributos extremamente essenciais
e cruciais, por diversos motivos. Os efeitos positivos alcangados por meio do aumento da M.O
nos solos sdo inimeros como: 1. Estabiliza e agrega particulas de solo, reduzindo a eroséo; 2.
Melhora armazenamento e fluxo de agua e ar no solo; 3. Prové nutrientes como N, P e S; 4.
Mantém o solo menos compactado; 5. Aumenta CTC do solo, retendo mais nutrientes como
Ca, Mg e K; 6. Prové fontes de C e energia para 0os microrganismos, entre outros (LOPES;
GUILHERME, 2007).

De tal modo, o efeito da adubacédo organica propicia melhorias em propriedades fisicas,
quimicas e biologicas do solo, melhorando porosidade, retencdo de umidade, condiciona
menores temperaturas, aumenta fontes de nutrientes (BERNARDI; MACHADO; SILVA,
2002). Os nutrientes presentes na M.O tornam-se disponiveis no solo através da atuacdo de

microrganismos que realizam o processo de mineralizacdo (SALDANHA et al., 2016). Para a
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efetuacdo deste processo, entram em cena 0s papéis das enzimas produzidas por esses
microrganismos e outros organismos do solo.

3.2 Atividade enziméatica no solo

O solo é um ambiente complexo, heterogéneo e dindmico, com caracteristicas que
propiciam vasta diversidade de organismos (MOREIRA, 2009). Neste ambiente est&o inseridos
diversos organismos que tem o solo como habitat, englobando seres eucariontes e procariontes
pertencentes a flora e fauna (macro, meso e microfauna) de diversos tamanhos, como plantas,
algas, minhocas, centopeias, insetos, colémbolos, acaros, nematoides, protozoéarios, fungos,
bactérias, entre outros (BRADY; WEIL, 2013; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

No contexto dos organismos do solo, destacam-se 0s microrganismos, que séo formados
principalmente por bactérias, arqueobactérias, fungos, algas e protozoarios, que atuam em
processos chave para a manutencdo da vida na terra (CERETTA; AITA, 2008). Estes sdo
indispensaveis e desempenham multiplos processos no ambiente como a decomposicdo de
residuos organicos animais e vegetais, que proporciona a ciclagem e disponibilidade de
nutrientes no solo, por meio de sua participagdo nos ciclos biogeogquimicos dos nutrientes
(COUTINHO et al., 2003; PEDROSA et al., 2015).

Nos ciclos biogeoquimicos a atividade microbiana contribui ativamente e tem
participacbes principalmente nos ciclos de C, N, S, P e Fe (NICOLAU, 2016). Essas
transformacgdes mediadas pelos microrganismos denotam elevada importancia, visto que estes
nutrientes sdo indispensaveis para o crescimento das plantas e estdo em grande parte na forma
organica precisando ser passados para a forma inorganica para serem absorvidos pelas plantas
(CERETTA; AITA, 2008).

A atuacdo dos microrganismos é devida em grande parte pela influéncia de enzimas
produzidas por eles, que sdo responsaveis por mediar estes processos e transformacdes no solo.
Essas enzimas sdo de natureza proteica e participam nos ciclos biogeoquimicos, sendo capazes
de catalisar as reacBes quimicas e desempenhar papéis primordiais na sustentabilidade dos
ecossistemas (BALOTA et al., 2013). As enzimas apresentam a capacidade de acelerar as
reacdes diminuindo a energia requerida para que determinada reacdo ocorra, através da
formacdo de um complexo com substratos (DICK; BREAKWELL; TURCO, 1996). Por meio
da formacdo deste complexo, as enzimas, como resultados do metabolismo microbiano, sdo
capazes de atuar sobre reagdes de catabolismo com a quebra de compostos organicos complexos
em compostos mais simples; e anabolismo com a formacdo de compostos mais complexos a
partir de compostos simples (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Todas as rea¢fes bioquimicas
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no solo sdo catalisadas por enzimas (TOTOLA; CHAER, 2002) e através de suas interacdes e
funcionamentos no solo exercem fungbes importantes como fungbes catabdlicas que
contribuem para o ciclo de vida de microrganismos, levam a formacdo de M.O, decomposic¢éo
de residuos organicos e estruturacdo do solo (FRIGHETTO; VALARINI, 2000).

A producdo de enzimas pode ser desempenhada especificamente por determinados
organismos. A principal fonte de enzimas no solo provém da biomassa microbiana, porém
podem também ser originados das plantas e residuos animais (TABATABAI, 1994). Porém,
0S microrganismos sao considerados os principais produtores dessas enzimas no solo (MELO,
1988), possuindo por isso maior relevancia nessa atuagéo.

Usualmente as enzimas podem ser encontradas no solo em células microbianas,
chamadas de enzimas intracelulares, e de forma ndo associadas a elas, chamadas de enzimas
extracelulares (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). As primeiras atuam em reacoes que se passam
dentro das células, podendo, entretanto, serem liberadas apos a lise celular, desempenhando
atividades extracelulares; enquanto que as segundas sdo programadas para serem liberadas e
exercerem sua atividade no exterior da célula, degradando substratos grandes para serem
transportados para dentro da célula (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) .

As enzimas intracelulares podem catalisar reac6es fora e dentro da célula, e se tornam
funcionais na mesma célula produtora enquanto as extracelulares se tornam funcionais apenas
fora da célula produtora, executando suas funcdes longe da célula-mde (KAUR; GOSAL;
KHURANA, 2020). Além disso, denota-se que as enzimas intracelulares podem ser
encontradas ligadas as paredes celulares de células vivas, no citoplasma da célula, e também
em células mortas enquanto as extracelulares sdo liberadas no solo interagindo com seus
componentes podendo ser imobilizadas em argila e coloides himicos, por interacdes iénicas,
ligacGes covalentes, ligacdes de hidrogénio, quelatacdo e outros (RAO et al., 2017).

No solo, uma série de fatores bidticos a abioticos podem regular a estabilidade, interagdo
de enzimas e substratos, e a atividade enzimatica, como a fauna do solo, matéria organica,
temperatura, umidade, pH, tipo de solo, tipo de cultura e cobertura vegetal, fertilizacéo,
poluentes, mudangas climéticas, CO> e outros (NANNIPIERI et al., 2012; RAO et al., 2017).
Dessa forma, a atividade enzimatica total de um solo pode ser vista como produto da
complexidade de seus fatores e interacdes. Neste sentido acentua-se primeiramente que as
enzimas sdo afetadas por fatores quimicos, fisicos e bioldgicos do solo. Em segundo lugar a
atividade enzimatica total do solo pode ser entendida pela combinacdo destes fatores,
juntamente com a atuacdo de organismos vivos (microrganismos, plantas e animais); e de

enzimas abidnticas associadas a fragdo ndo viva, que se acumulam no solo, através da adsor¢édo
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a argila, M.O que as protegem da degradacéo por proteases (WALLENSTEIN; BURNS, 2011).

Esses mecanismos e interagcbes que regulam a acdo das enzimas, podem ser verificados na
Figura 1.

Figura 1 — Dindmica e interagdes das enzimas no solo.
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Legenda: (i) enzimas que atuam no citoplasma de células microbianas, animais e vegetais; (ii) enzimas
restringidas ao espago periplasmatico; (iii) enzimas associadas a superficie externa das células vidveis
que atuardo no ambiente do solo; (iv) enzimas em células ndo proliferativas como sementes de plantas,
esporos de fungos, enddsporos de bactérias; (v) enzimas no interior de células mortas; (vi) enzimas
liberadas de células inteiras e células mortas desintegradas; (vii) enzimas extracelulares livres na solugéo
do solo; (viii) enzimas formando o complexo enzima-substrato; (ix) enzimas complexadas a coldides
hamicos; (x) enzimas formando o complexo enzima-argila dentro de redes de silicato 2:1; (xi) enzimas
associadas a taninos de lixiviados de folhas ou raizes.

Fonte: (MENDES et al., 2020; WALLENSTEIN; BURNS, 2011).

Mediante a estas observacfes constata-se que quaisquer alteracGes feitas em atributos
fisicos, quimicos e biolégicos podem impactar na atividade enzimatica. Tais alteracdes sdo
provocadas pelas mais diversas praticas agricolas, como mudan¢as no manejo do solo,
cobertura vegetal, mudancas em condi¢6es ambientais, adicdo de fertilizantes, contaminantes e
pesticidas (GIANFREDA; RAO, 2014). Dessa forma a atividade agricola e poluidores
ambientais, podem afetar a composicdo quimica e caracteristicas estruturais do solo, que
influenciardo na composicdo de espécies, abundancia e atividade metabdlica de

microrganismos, refletindo no aumento ou supressdo da producgéo de enzimas e sua atividade
(SHERENE, 2017).
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Entende-se em vista disso que intervencGes de cardter humano e ambiental, podem
afetar o comportamento das enzimas, sua producéo e atividade; e através delas se pode saber e
entender os reflexos das perturbacdes feitas no presente e no passado. Estas mudancas e
perturbacdes ocorridas, analogamente deixam “impressdes digitais no solo”, funcionando como
assinaturas bioldgicas, visto que a atividade enzimética é a somatoria da atividade de enzimas
de organismos vivos e de enzimas ligadas a fracdo ndo viva, que acumulam no solo e que s&o
reflexos diretos das geracdes passadas de organismos que estiveram ali presentes (MENDES et
al., 2020).

Além disso nota-se que as enzimas podem se configurar como importantes indicadores
da qualidade do solo, uma vez que respondem rapidamente as mudancas em seu manejo, quando
comparados com outras propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (GIANFREDA; RAO,
2014). Também sua atividade esta relacionada com outros atributos do solo, como M.O,
propriedades fisicas, atividade e biomassa microbiana (DICK, 1997 apud ARAUJO;
MONTEIRO, 2007), diversidade de organismos no solo (SILVA et al., 2021), comunidade
microbiana, fornecendo avaliacdo integrada do estado biologico do solo (NOGUEIRA;
HUNGRIA, 2013).

A escolha das enzimas a serem analisadas seguem os critérios de sensibilidade ao
manejo do solo, importancia na ciclagem de nutrientes, decomposicdo da M.O e simplicidade
de andlise (TOTOLA; CHAER, 2002). Sendo assim as enzimas mais analisadas sdo aquelas
relacionadas aos ciclos da M.O e de macronutrientes C, N, S e P; como as B-glucosidades,
arilsulfatase, fosfatases acida e alcalina (TOTOLA; CHAER, 2002), por exemplo. Também se
destaca a quantificacdo da atividade da hidrdlise da fluoresceina (FDA), como medida da
atividade microbiana total do solo, visto que esse substrato € hidrolisado por varias enzimas,

como proteases, lipases e esterases (CHAVEZ et al., 2011).
3.2.1 Arilsulfatase

O S é considerado o quarto principal nutriente vegetal depois do N, P e K (ZHAO;
TAUSZ; DE KOK, 2008). O S exerce func¢des primordiais no desenvolvimento e qualidade das
plantas, participando na formacdo de aminoacidos e proteinas, na fotossintese, controle
hormonal e mecanismos de defesa de plantas contra patogenos (VITTI; OTTO; SAVIETO,
2015). O S é requerido para sintese de proteinas e enzimas, e é constituinte de aminoacidos
como metionina e cisteina (KLOSE et al., 2011), para a sintese de vitaminas, coenzimas, 6leos
glicosideos, ligacOes estruturais e na ativacdo de certas enzimas (COLEMAN, 1966). Por seu

papel na estrutura e funcionamento das enzimas efetua papéis relevantes na defesa de plantas
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contra estresses, pragas, metais-toxicos, xenobidticos, estresses oxidativos, pragas e herbivoria,
evidenciando seu papel decisivo no crescimento de plantas, resisténcia a estresses abioticos e
bibticos, afetando a qualidade dos alimentos (ZHAO; TAUSZ; DE KOK, 2008).

Em solos, o S ocorre nas formas organicas e inorganicas, sendo o S organico constituinte
de mais de 95% do S total em solos de regides temperadas, Umidas e semilimidas; e a proporcéo
dessas formas variam de acordo com tipo de solo e profundidade de amostragem
(TABATABAI, 1984). Os compostos organicos com S estdo indisponiveis para as plantas e
precisam ser convertidos para a forma inorganica (SO4), através da mineralizacdo bioquimica
ou microbiana para serem absorvidos pelas plantas (CASTELLANO; DICK, 1991). A Figura
2 ilustra o ciclo simplificado do S no solo.

Figura 2 - Ciclo simplificado do enxofre.

H2S Oxidagdo
(Sulfeto) o

S orgadnico

Legenda: Processos de transformacédo do enxofre no solo. O S organico compreende uma fonte essencial
de enxofre no solo e sua transformacdo em S inorgénico (Sulfato) através do processo mineralizacéo, é
altamente mediado pela acdo das enzimas arilsulfatase.

Fonte: Vitti, Otto e Savieto (2015)

Muitas das transformacbes do S sdo catalisadas por enzimas liberadas no solo por
microrganismos, raizes de plantas, fauna do solo (KLOSE et al., 2011). A mineralizacdo em
solos é principalmente biologica, e a quantidade total de S mineralizavel, varia conforme suas
propriedades fisicas e quimicas (PIRELA; TABATABAI, 1988). Neste contexto, insere-se a
enzima arilsulfatase (AR), que participa de maneira importante nestas etapas. A AR ¢
responsavel pela ciclagem do S no solo, participando dos processos de mineralizacdo do S
organico, disponibilizando-o as plantas (KLOSE; MOORE; TABATABAI, 1999). Exerce
papel essencial na hidrolise de éster de sulfato (GUNJAL et al., 2019), que representa uma
importante fracdo do total de S organico e que é considerada a fracdo mais Iabil de S orgénico
no solo (ERIKSEN; MURPHY; SCHNUG, 1998).
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A AR opera a hidrélise de sulfatos aromaticos (R-O-SO3z’), em fendis (R-OH) e sulfato
ou sulfato de enxofre (S04 ou SO+S) (VERMA et al., 2018). Esta enzima catalisa a hidrélise
de S ligado a éster por meio da fissdo da ligacdo O-S, na reacdo de &gua e arilsulfato (éster de
sulfato) que resulta em fenol, ion hidrogénio e sulfato (KLOSE et al., 2011). O S inorganico,
sulfato (SO4%), por sua vez se torna disponivel para plantas e microrganismos. A reacdo da
enzima ocorre da seguinte forma:

R-O-SO3 + H;O s R-OH + H* + S04
ARILSULFATASE

A AR é produzida por fungos, bactérias, animais e plantas, porém com maior
predominancia em microrganismos (GERMIDA; WAINWRIGHT; GUPTA, 1992). Conforme
estas caracteristicas apresentadas por essa enzima e pela dinamica do elemento S no solo,
constata-se que sua atividade pode ser impactada por numerosas causas ligadas aos
componentes do solo, ambiente e outros, que medeiam a microbiota e a dindmica deste
elemento.

A atividade de AR é afetada pela concentracéo de S inorganico no solo (DOTANIYA
et al., 2019), havendo a inducdo de sua sintese e atividade em condi¢cGes de baixa
disponibilidade de S inorganico (MCGILL; COLE, 1981). Em situagdes em que a demanda
microbiana por sulfato inorganico nao pode ser encontrada no solo, a AR € usada para hidrolisar
éster de sulfato a fim de obté-lo; e ao contrario altos niveis de sulfato inibem a mineralizacéo
bioldgica (ERIKSEN; MURPHY; SCHNUG, 1998).

Visto que o “status” do elemento S no solo estd diretamente ligado a microbiota
presente, 0s aspectos que afetam esses processos, impactardo na dindmica da enzima. Podem
impactar deste modo fatores como a lixiviacdo, erosdo, absorcdo pelas plantas, adicdo de
fertilizantes, préaticas de manejo, teor de M.O, condigdes fisicas, quimicas e biolégicas do solo
(ERIKSEN; MURPHY; SCHNUG, 1998).

A vista disso, inimeras outras causas tém sido relatadas influindo positivamente ou
negativamente na atividade de AR em solos. Sua atividade € inibida e reprimida pela presenca
de fosfato e sulfato, ja que o SO.* é facilmente dessorvido dos coloides pelos fosfatos
(SCHERER, 2001). Como o fosfato é adsorvido preferencialmente nos sitios dos coloides do
solo, pode-se haver deficiéncia de S no solo estimulando a producéo e atividade da AR
(MENDES; REIS JUNIOR, 2004). Ademais o uso de fertilizantes minerais com N, P e K podem
afetar sua atividade (HOLIK et al., 2019).
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O pH é um dos principais agentes controladores da atividade de AR e em situacdes de
mais proximidade a neutralidade, em pH em torno de 6,2, tem ocorrido maior atividade, quando
comparado a solos mais &cidos (CHEN et al., 2019; SHERENE, 2017). E também uma enzima
sensivel aos impactos adversos de metais toxicos no solo, podendo ser usada como importante
indicador para o estudo da toxicidade por metais toxicos (XIAN; WANG; CHEN, 2015).

A atividade de AR é correlacionada com o contetdo de M.O do solo, e diminui com o
aumento de sua profundidade, reflexo dos menores teores de M.O. com o aumento da
profundidade do perfil do solo (KNIGHTS et al., 2001; TABATABAI; BREMNER, 1970b).
Ademais, o revolvimento e cobertura do solo tem evidenciado efeito na atividade da enzima;
sendo constatado maior atividade em sistemas conservacionistas como florestas e plantio direto,
do que em sistemas convencionais de cultivo (BALOTA et al.,, 2014; KAUR; GOSAL,;
KHURANA, 2020). Tal fato é comprovado em estudos em que a atividade de AR aumenta em

virtude de maior cobertura e sem o preparo do solo (BALOTA et al., 2011).
3.2.2 P -glicosidase

A enzima B -glicosidase (B-G) age no solo na etapa final de degradacdo da celulose,
hidrolisando residuos de celobiose e liberando glicose, que é uma fonte fundamental de energia
para os microrganismos (MAKOI; NDAKIDEMI, 2008). E uma enzima importante pois reflete
diretamente na habilidade do solo em quebrar a celulose (SARATHCHANDRA; PERROT,
1984).

A celulose, € o principal componente da parede celular (DAROIT, 2007) e corresponde
a molécula organica mais abundante da natureza (TOTOLA; CHAER, 2002). Sua hidrdlise e
degradacdo no solo depende da atuacdo de enzimas pertencentes ao grupo das celulases que
envolvem trés tipos de enzimas, sendo elas endoglucanases, exoglucanases e glicosidases. As
endoglucanases (endo-1,4-glucanase), cortam a cadeia polissacaridica da celulose de maneira
aleatoria, gerando oligossacarideos e novas extremidades de cadeia; as exoglucanases ou
celobiohidrolases (exo-1,4-B-D-glucanases) atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras
das cadeias de polissacarideos liberando glicose e celobiose (LYND et al., 2002). As
glicosidases, entre elas a B-G, por fim atuam na hidrdlise de celobiose e de cadeias curtas de
oligossacarideos liberando glicose (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). Tais mecanismos

podem ser notados na Figura 2.
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Figura 3 - Agdo catalitica das enzimas celulases.
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Legenda: Processo de decomposicdo e catélise da celulose pelo complexo enzimatico de celulases, na
geracdo de glicose ao final das reacGes.
Fonte: Ogeda e Petri (2010)

Neste sentido a -G tem participagéo crucial na ciclagem do C no solo, principalmente
na decomposi¢cdo de constituintes celulosicos de plantas (PAZUTTI; CHAER, 2012). Na
natureza esta amplamente distribuida e associada ao ciclo do C, cumprindo papel essencial na
degradacéo de carboidratos no solo, e o produto de sua reagédo € considerado uma importante
fonte energia para os microrganismos (EIVAZI; TABATABAI, 1988). Sdo produzidas por
bactérias, fungos, leveduras, plantas e animais (VEENA et al., 2011). Na medida em que séo
sintetizados por organismos do solo, condic@es fisicas, quimicas adequadas, além do aporte de
M.O favorecem a sua atividade enzimatica (PAZUTTI; CHAER, 2012). Desta forma varios
fatores que ocorrem no solo podem afetar o funcionamento e atividade dessa enzima como 0s
fatores quimicos, fisicos e biologicos.

Nessa perspectiva a atividade da enzima -G, pode ser um bom indicativo das alteracdes
ocorridas no solo e em sua qualidade. A atividade de B-G é uma boa indicadora de qualidade
do solo, ja que sdo sensiveis a influéncia de mudancas ocorridas e seu uso, demonstrando
sensibilidade a uma variedade de manejos, a varios tipos de solo e texturas (ALMEIDA;
NAVES; MOTA, 2015). Baseado nisso muitos fatores sdo reconhecidamente interferentes na
atividade desta enzima. Em condicGes de baixa umidade no ambiente, alta salinidade e baixas
temperaturas, sua atividade diminui, sendo que também a qualidade e quantidade de M.O,
interferem nessa dinamica (ALMEIDA; NAVES; MOTA, 2015). E sensivel também as
modificagdes no pH, tornando-se um bom indicador bioquimico (KAUR; GOSAL,;
KHURANA, 2020) de modo que o aumento no pH leva a um aumento em sua atividade
(ACOSTA-MARTINEZ; TABATABAI, 2000; EKENLER; TABATABAI, 2003D).

Para mais, esta enzima apresenta também correlacdo com a profundidade e tipo de

manejo do solo. Com o aumento da profundidade a atividade desta enzima tende a diminuir,
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em razéo do decréscimo de M.O (EIVAZI; TABATABAI, 1990; TAYLOR et al., 2002). Ja em
relacdo ao sistema de cultivo sua atividade tem se mostrado superior, em plantio direto e
organico, em relacdo ao sistema convencional de cultivo (EVANGELISTA et al., 2012;
LISBOA, 2009).

No Brasil, essa enzima juntamente com a enzima arilsulfatase, tem ganho grande
destaque por suas caracteristicas importantes na identificacdo de alteracBes no solo sejam
positivas ou negativas (MENDES; SOUSA; REIS JUNIOR, 2015). Segundo Mendes et al.
(2020), estas enzimas apresentam caracteristicas vantajosas como coeréncia, precisdo,
sensibilidade, simples determinacdo analitica e reprodutibilidade. Ainda, segundo 0s mesmos
autores estas enzimas estdo correlacionadas a diversos atributos e enzimas do solo como
carbono da biomassa microbiana, respiragdo basal, atividade da enzima fosfatase acida,
celulase, desidrogenase, podendo assim dar evidéncias do funcionamento da maquinaria

biologica dos solos.
3.2.3 Fosfatase acida e alcalina

O P é um elemento importante para as plantas. Entra na composicao de acidos nucleicos
de genes e cromossomos, coenzimas, fosfoproteinas, fosfolipideos; e tem funcbes primordiais
na respiracao, fotossintese e transferéncia de energia nas células (GRANT et al., 2001). E um
nutriente de lenta difusdo e apresenta-se dissolvido na solucéo do solo principalmente em forma
de fons ortofosfato nas formas HPO4? e H.PO4 (SOUSA et al., 2010).

Contudo o elemento P dispde de diversos entraves que limitam a sua disponibilidade
para as plantas e microrganismos, relacionados a seu ciclo e interagdes com o solo. Conforme
as caracteristicas do solo e do ambiente podem estar em formas disponiveis ou indisponiveis
para sua assimilacdo. Neste sentido 0s maiores processos ocorridos envolvendo este elemento,
englobam sua absorcdo pelas plantas, ciclagem de residuos vegetais e animais, mineralizacéo e
imobilizacdo por microrganismos, fixacdo nos argilominerais do tipo 1:1, principalmente a
caulinita e superficie de Oxidos, além da possibilidade de solubilizacdo desse fosfato
(STEVENSON; COLE, 1999)

No solo o P pode apresentar-se em formas organicas e inorganicas, no qual esta Gltima
é a forma assimilada pelas plantas e microrganismos. A forma organica de P pode constituir de
5 % a 50 % do P total de um solo, e para ser assimilada pelas plantas e microrganismos € preciso
a atuacao de enzimas que possam mineralizar esse P organico (SARAPATKA, 2003). A forma
organica de P ndo é diretamente disponivel para os organismos ndo podendo ser absorvida pelas

celulas; ja que para a captacdo celular, o P, precisa ser liberado das moléculas orgénicas por
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meio da mineralizagdo, que é controlada por enzimas fosfatases (PAUL, 2007). As fosfatases
s8o0 enzimas produzidas por raizes de plantas e microrganismos como fungos e bactérias que
mineralizam o P organico, liberando ions ortofosfato no solo (SANTOS et al., 2015). Clivam
grupos fosfatos de seus substratos e sdo produzidas como resultado da demanda de P por plantas
e microrganismos, disponibilidade de substrato orgéanico e limitagéo de P no solo (MARGALEF
et al., 2017)

Fosfatase € uma designacao genérica que descreve um grupo de enzimas que catalisam
a hidrélise de ésteres e anidridos de acido fosforico (FRIGHETTO; VALARINI, 2000), e sdo
categorizadas baseados no nimero de ligagcdes hidrolisadas para liberacdo de ortofosfato e o pH
6timo para a sua atividade (DOTANIYA et al., 2019). Séo classificadas em alguns tipos
segundo os compostos que hidrolisam como: fosfotriesterases, fosfodiesterases, metafosfatase,
pirofosfatase e fosfomonoesterase (BALOTA et al., 2013).

As fosfomonoesterases sdo as mais estudadas entre as fosfatases, e englobam as
fosfomonoesterases acidas e alcalinas que hidrolisam ligacdes monoésteres, que incluem
mononucleotideos e fosfatos de acucar (NANNIPIERI et al., 2011). Sao classificadas como
acidas e alcalinas por apresentarem 6tima atividade sobre condi¢des de acidez e alcalinidade no
solo (DODOR; TABATABAI, 2003). A fosfatase acida (FAC) é desse modo encontrada
principalmente em solos &cidos com pH entre 4 — 6, enquanto a alcalina (FAL) em pH de 9 —
11 (ADETUNJI et al., 2017). Com o aumento do pH do solo, a atividade da FAL aumenta,
enquanto a de FAC diminui (DICK; CHENG; WANG, 2000).

Estas FACs e FALs, ocorrem no solo como enzimas endocelulares ou em estado livre,
podendo ser sorvidas a coloides organicos, silte e argila (BURNS, 1982; NANMPIERI;
CECCANTI; BIANCHI, 1988). As FALs sdo documentadas essencialmente sendo produzidas
por microrganismos, principalmente por fungos e bactérias, e ndo sdo produzidas por plantas;
enquanto a acida é produzida por microrganismos e plantas (DOTANIYA et al., 2019; JUMA,;
TABATABAI, 1988a). Ambas as enzimas hidrolisam ligagcdes monoéster para produzirem
fosfato livre. A reacdo que envolve estas enzimas pode ser conferida conforme mostrado na

Figura 4.
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Figura 4 — Hidrdlise realizada pelas enzimas fosfatase acida e alcalina.

4 H
R—O—P—OH —p> HO—P—OH
” Fosfatase acida ||

: O 3 e alcalina o)
Fosfato monoéster Fosfato livre

Legenda: Transformacdo de fontes organicas de fosforo indisponivel (fosfato monoéster) no solo, em
formas inorganicas de fésforo disponivel, por meio das enzimas fosfomonoesterases.
Fonte: adaptado de Turner e Haygarth (2005)

Essas enzimas sdo consideradas induziveis, ou seja, sdo sintetizadas em condicGes de
baixa disponibilidade de P inorganico no solo (SOUZA, 2004). Dado esse fato pode-se entender
que os fatores bidticos e abioticos relacionados ao ciclo do P no solo, e as condi¢es fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo, podem predispor e impactar de forma conjunta determinado
comportamento dessas enzimas. Assim neste sistema varios fatores poderdo influir sobre a
producéo e atividade de FACs e FALSs.

Na literatura maltiplos autores apontam fatores que podem alterar a atividade destas
enzimas de forma positiva ou negativa, mostrando que pode haver diferencas do impacto de
cada um em relacdo a FAC e FAL, dado suas caracteristicas especificas (FERNANDES et al.,
1998; JANES-BASSETT et al., 2022; NANNIPIERI et al., 2011). Desta maneira varios fatores
influenciam como fertilizacdo e disponibilidade de nutrientes no solo, manejo e cobertura do
solo, valor de pH, teor de M.O, presenca de metais toxicos, umidade, temperatura, etc.

Suas atividades estdo ligadas diretamente aos teores de P inorganico no solo, e a
deficiéncia deste nutriente interfere no desempenho das enzimas (GOMIDE; SILVA; SOARES,
2011), havendo maior atividade em condi¢cdes de baixa disponibilidade de P inorganico
(SARAPATKA, 2003). S&o produzidas quando o teor de P disponivel cai para niveis criticos
para 0 crescimento de plantas e microrganismos (BALOTA et al., 2014). Em vista disso a
adubacdo fosfatada pode afetar a atividade destas fosfatases, aumentando sua atividade apos a
adicdo de pequenas doses de fertilizantes, mas decrescendo com doses mais elevadas (MELO,
1988).

Ainda é evidenciado que a adubacdo com N tem aumentado a atividade destas enzimas,
visto que a disponibilidade de N é necessaria para que 0s organismos invistam na producao de
fosfatases e que o requerimento em P sd se torna limitante ao crescimento, onde ha
disponibilidade de outros nutrientes como o N (MARGALEF et al., 2017).
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Também podem ser enzimas indicadoras de contaminagdes no qual as atividades das
enzimas FAL e FAC tém sido monitoradas para avaliar os efeitos de varios poluentes no solo
(NANNIPIERI et al., 2011). Além disso pesticidas e metais toxicos mostram diversos efeitos
sobre estas enzimas, podendo levar a um aumento, diminuicdo ou neutralidade em suas
atividades enziméaticas (SARAPATKA, 2003)

FALs e FACs mostram forte relacio com a M.O do solo, e podem aumentar
significativamente ap6s a aplicacdo de compostos organicos (AON; COLANERI, 2001;
FERNANDES et al., 1998). As enzimas diminuem sua atividade com a profundidade do solo
em decorréncia da diminuigdo dos teores de M.O (PANG; KOLENKO, 1986).

Sobre sistemas de plantio direto, com cobertura do solo e sem revolvimento sua
atividade tem se mostrado maior em comparagdo com sistemas de manejo convencional com
revolvimento, uma vez que promovem manutencdo de M.O no sistema (DENG; TABATABAI,
1997; GREEN et al., 2007; PANDEY; AGRAWAL; BOHRA, 2014). Essas enzimas
manifestam grande dependéncia de padrdes climaticos, condi¢des locais de disponibilidade de
agua e temperatura, aumentando sua atividade com altas temperaturas e precipitaces
(MARGALEF et al., 2017). Estes fatores promovem grande desenvolvimento de comunidades
microbianas e raizes de plantas (SARAPATKA, 2003).

3.2.4 Atividade da hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA)

Com o crescente interesse em estudos integrados no ecossistema do solo, se faz
necessario dispor de um método capaz de medir o potencial geral da atividade microbiana do
solo (GREEN; STOTT; DIACK, 2006). Geralmente mais de 90% do fluxo de energia no
sistema solo passa através dos decompositores microbianos, e por isso, um indicador capaz de
medir a atividade destes decompositores se faz necessaria, fornecendo uma boa avaliacdo da
atividade microbiana total do solo (PATLE; NAVNAGE; BARANGE, 2018).

De encontro com essa perspectiva e demanda dispde-se do método da quantificacdo da
atividade da hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA), que é capaz de ilustrar bem o
funcionamento da microbiota do solo. E um método que ndo mensura especificamente a
atividade de uma enzima, mas sim de um grupo de enzimas como lipases, proteases e esterases
(ROCHA, 2020).

Essas enzimas sdo abundantes no solo, estdo envolvidas na decomposicdo de varios
compostos organicos (ADAM; DUNCAN, 2001) e expressam bem a atividade microbioldgica
total e qualidade do solo (LANNA, 2002). Sdo capazes de hidrolisar compostos fluorogénicos

e podem estar presentes como enzimas livres (exoenzimas) ou enzimas ligadas a membrana
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celular (DOTANIYA et al., 2019). Esta habilidade hidrolitica est4 difundida principalmente
entre os maiores decompositores do solo como bactérias e fungos (SCHNURER; ROSSWALL,
1982).

Deste modo a mensuracédo da atividade microbioldgica total do solo pelo método FDA
pode ser extremamente vantajosa. E um método enzimatico que consegue mensurar em uma
grande variedade de numeros de amostras, as atividades microbianas, sejam de populacbes
cultivaveis ou ndo (RIBEIRO; OSTERREICHER-CUNHA; SILVA, 2015). Sendo assim, a
mensuracao por meio deste método, é muito importante, visto que dao indicios do potencial do
solo em suportar processos bioquimicos que sdo cruciais para manter sua salde e fertilidade
(PATLE; NAVNAGE; BARANGE, 2018).

A determinacéo da hidrolise de FDA, possui grandes vantagens, mostrando-se como um
método simples, rapido, sensivel, preciso e Util para varios estudos (ADAM; DUNCAN, 2001;
SCHNURER; ROSSWALL, 1982). O método FDA, fundamenta-se na formagdo de um
produto final colorido, a fluoresceina, a partir da hidrélise do diacetato de fluoresceina que €

um composto incolor (LANNA, 2002). A reacdo pode ser vista a seguir conforme Figura 5:

Figura 5 — Reacdo da hidrolise de diacetato de fluoresceina com formacgéo do composto colorido
fluoresceina.

+  2(CH3COOH)

o]
|
HL—C—0 0 o—

Diacetato de fluoresceina Fluoresceina

Legenda: Processo de transformacdo do diacetato de fluoresceina em fluoresceina, realizado por varias
enzimas existentes no solo como lipases proteases e esterases. A hidrélise de FDA é um método por este
motivo capaz de representar a atividade microbiana em amostras de solo.

Fonte: Green, Stott e Diack (2006)

A fluoresceina, que é um composto colorido de coloracdo amarelo-esverdeado,
permanece dentro da célula causando fluorescéncia, possibilitando a quantificacdo por
fluorometria ou espectrofotometria a 490 nm (DICK; BREAKWELL; TURCO, 1996;
KUMAR; CHAUDHURI; MAITI, 2011). De acordo com a quantidade de cor fluorescente
formada, constata-se a atividade enzimatica da comunidade microbiana na amostra, sendo que
por espectrofotometria a intensidade de cor medida é comparada a uma curva padrédo a fim de
determinar a atividade microbiana relativa em uma amostra (PATLE; NAVNAGE;
BARANGE, 2018).
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InGmeros estudos tém sido utilizados para a mensuragdo e determinacdo da FDA, que
pode por sua vez apontar, destacar e revelar as praticas e condigdes que mais impactam no
funcionamento destas enzimas. Com isso pode-se entender quais as praticas promovem o
aumento e a diminuigéo da atividade das enzimas e, consequentemente, da microbiota do solo.
Com isso, como apontados por diversos estudos, varios fatores e préaticas aplicadas ao
ecossistema solo, impactam no comportamento enzimatico de maneira positiva ou negativa
(GHINI; MENDES; BETTIOL, 1998; OLIVEIRA et al., 2004; SANCHEZ-MONEDERO et
al., 2008).

Neste sentido o método FDA mostra-se eficiente como bioindicador da atividade
microbiana, e pode ser empregado no intuito de determinar a sua qualidade e auxiliar em
estudos de monitoramento de solos (OLIVEIRA et al., 2014). Tem sido apontado como um
método relacionado a supressividade contra patdgenos, avaliacdo da quantidade e qualidade da
M.O e cobertura do solo, diferenciacdo de sistemas de manejos sustentaveis, etc. Desta forma
pode indicar técnicas de manejo benéficas ao solo e apontar medidas para o reestabelecimento
de sua saude.

Alguns estudos encontraram alta correlacao positiva entre a supressividade a patdgenos,
e a atividade microbiana total avaliada pela taxa de FDA (CHEN; HOITINK; MADDEN, 1988;
GHINI; MENDES; BETTIOL, 1998; INBAR; BOEHM; HOITINK, 1991). Conclui-se nestes
estudos que uma alta atividade de hidrolise FDA representa uma alta atividade microbiana no
solo que por sua vez desempenham um papel essencial na supressdo de doencas, reduzindo a
incidéncia e aparecimento de patégenos. Comprova-se desse modo a importancia da microbiota
do solo no controle natural de patdégenos.

A alta atividade microbiana associada a alta hidrolise de FDA, também se relaciona
grandemente com os niveis de M.O no solo e profundidade. Tém forte relacdo a M.O, e
aumentam fortemente a seu incremento no solo (GHINI; MENDES; BETTIOL, 1998;
SANCHEZ-MONEDERO et al., 2008; TRANNIN; SIQUEIRA; MOREIRA, 2007). Conforme
0 aumento em profundidade sua atividade diminui em decorréncia ao decréscimo nos niveis de
M.O (FRIGHETTO; VALARINI, 2000; SCHNURER; ROSSWALL, 1982).

A atividade de FDA se perfaz como um método util além do mais para a diferenciacao
de sistemas de manejo e sua sustentabilidade. Sua atividade demonstra-se maior em sistemas
gue promovem a maior cobertura do solo (KUMAWAT et al., 2017) e em sistemas de plantio
direto sem revolvimento do solo e com rotacdo de cultura (BENINTENDE et al., 2008;

VARGAS GIL et al., 2009). Além disso em sistemas de agricultura organica, plantio direto e
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ecossistemas nativos se mostram maior em comparagéo a sistemas convencionais e que prezam
pela monocultura e revolvimento do solo (KARACA et al., 2010; KREMER; LI, 2003).

O pH é um fator controlador da atividade de hidrélise de FDA, e o valor ideal varia entre
5 e 8,5, sendo mais relatado em condicdes ligeiramente alcalinas (KUMAR; CHAUDHURI,
MAITI, 2011). Apresenta também relacdo com contaminantes, e tem sido avaliado como
indicador da atividade microbiana em solos contaminados, podendo indicar a disponibilidade
de metais toxicos e 0 impacto destes sobre a microbiota do solo (BOUGHATTAS et al., 2019;
RIBEIRO; OSTERREICHER-CUNHA,; SILVA, 2015; YANG et al., 2014). Também variam
conforme umidade e temperatura exibindo méaxima atividade em 30°C e em estacOes de verdo
em comparagdo com primavera e inverno (KUMAR; CHAUDHURI; MAITI, 2011; XIA;
WANDER, 2021).

4 METODOLOGIA
4.1  Coleta de campo

O solo utilizado no experimento foi coletado em uma area de mata nativa com vegetacao
tipica de Cerrado em setembro de 2020, no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, e
foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo (SANTOS et al., 2018), com teor de argila
de 32 %. Foi coletada uma amostra composta de trés subamostras de solo na profundidade de
0 — 20 cm, para a caracterizacdo quimica e fisica do solo da area. As subamostras foram
homogeneizadas e encaminhadas para serem analisadas pelo Laboratério de Analises de Solo
do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA (DCS/UFLA). Em laboratério, a amostra foi
destorroada e colocada para secagem em estufa a 40°C. Apos seca, a amostra foi passada em
malha de 2 mm e analisada quimica e fisicamente.

Para a conducdo do experimento foram coletadas quantidades de solos na camada de 0
— 20 cm. O solo foi encaminhado para 0 DCS/UFLA. L& os solos foram espalhados em
superficie plana para secagem ao ar, destorroados e peneirados em malha 2 mm. Em seguida
foram homogeneizados e transferidos para sacos plasticos com capacidade de 12 L. Cada saco

plastico recebeu 4 kg de solo seco, totalizando-se 24 sacos plasticos.
4.2 Analises quimicas e fisicas do solo

As analises quimicas e fisicas seguiram os procedimentos de rotina do Laboratério de
Analises de Solo/DCS UFLA, conforme manual da EMBRAPA (TEIXEIRA et al., 2017). Ca,

Mg e Al trocaveis foram extraidos com KCI 1 mol L*; P, K, Zn, Cu, Mn e Fe disponiveis
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utilizou-se o extrator Mehlich-1; enquanto S foi extraido em fosfato monocalcio em &cido
acético (FMCa-HAC); e B disponivel em agua quente. A extracdo da acidez potencial (H+Al)
foi feita com o extrator SMP. A M.O no solo foi determinada por oxidagdo com Na>Cr.O7 4 N
+ H2S04 10 N. A capacidade de troca de cétions (CTC) foi calculada pela soma dos parametros
de somas de bases (Ca?*, Mg?* e K*) e acidez potencial (H+AI**). O pH das amostras foi
determinado em &gua e a leitura foi aferida em pHmetro (TABELA 1).

A anélise de textura do solo foi realizada seguindo os procedimentos de rotina do
Laboratério de Fisica do Solo/DCS UFLA. Empregou-se o método da pipeta para a
determinacdo granulométrica, com determinacao das fracdes areia, silte e argila, com separacao
das fracdes, secagem em estufa e pesagem. Os resultados das analises fisicas e quimicas do solo
estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Analise do Latossolo Vermelho Amarelo na camada 0-20 cm.

pH M.O P K Ca Mg Al H+AlI SB T m V
Horizonte H,O dagkg® mgdm? o1 11] 1 [ T %-----
0-20 cm 51 1,01 0 01 019 016 O 2,3 0,45 3,08 0 144
Zn Fe Mn Cu B S Argila Silte Areia
BT L — T L dag kg*-------
0-20cm 1,03 73,83 8,83 1,57 0,28 4,07 32 6 62

Fonte: Do autor (2022).
4.3  Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, os tratamentos foram: trés
tipos de manejo de adubacdo, sob dois niveis de correcdo de pH (com e sem calagem), com
quatro repeticGes cada, totalizando 24 unidades experimentais. Os tipos de manejo de adubacao
foram: controle (sem fertilizacdo), NKSm (N, K, S e micronutrientes) e NPKSm (N, P, K, S e
micronutrientes). No tratamento NPKSm foi incrementado apenas o fertilizante MAP em

relacdo ao tratamento NKSm.
4.4  Correcdo do solo

A calagem foi realizada nos tratamentos com calagem e a correc¢do do pH tomou como
base 0 método de saturagdo por bases para elevacdo da saturacdo a 80% segundo manual 52
aproximacdo (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ V., 1999); enquanto a outra metade
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permaneceu em seu valor de pH nativo (5,1). O pH dos tratamentos com calagem foi elevado
até pH 6,3 em média, com a utilizacdo de uma mistura de carbonato de calcio e carbonato de
magnésio na proporcao (CaCOs) (MgCOs) (3:1), com valor neutralizante 105%, na dosagem 1
g para cada 1 kg de solo.

Para garantir a reacdo do calcario no solo, estes foram irrigados constantemente
mantendo a umidade a 70% da capacidade de campo. Irrigou-se e acompanhou-se a evolucao
do pH por 60 dias, até cessar a variacdo. Para isso as amostras foram coletadas e secas em estufa
a 105°C por 24 horas e posteriormente peneiradas em malha 2 mm para serem submetidas a
analise.

O pH foi determinado adicionando 25 mL de agua a 10 g de solo seco em erlenmeyer
de 125 mL. Agitaram-se as amostras por 5 minutos em agitador horizontal e as deixaram em
repouso por 30 minutos. Apds este tempo, agitaram-se as amostras com o uso de um bastéo de
vidro e aferiram-se as leituras, mergulhando o eletrodo do pHmetro na parte sobrenadante da
solugdo. Como referéncia se fez a leitura do padrdo ESAL de pH conhecido.

Os solos contidos nos sacos plasticos submetidos a calagem e mantidos sobre 70% da
capacidade de campo foram posteriormente secos ao ar, destorroados e passados novamente em

peneira de 2 mm de malha.
45  Conducédo dos experimentos

Apos a correcdo do pH, colocaram-se os sacos plasticos com os solos em seu interior
em vasos de plastico com capacidade de 6 L. Ap0s este processo realizou-se a adubacéo de
plantio seguindo as recomendac6es para a cultura da alface tomando como base as necessidades
da cultura e a interpretacdo da analise quimica do solo. O cultivo de alface foi realizado em
uma segunda fase do experimento. As doses dos nutrientes foram aplicadas segundo Malavolta
(1980), por meio de solugcdes aquosas. Seguiu-se a seguinte recomendacdo por quilo de solo:
200 mg kg N; 50 mg kg K; 200 mg kg Ca; 50 mg kg™* Mg; 50 mg kg S; 0.5 mg kg B;
1.5 mg kg Cu; 2 mg kg Mn; 5 mg kg Mo; 5 mg kg? Zn; 5 mg kg Fe. As fontes utilizadas
para isso foram (NH4)2SO4, CH4sNO, K2SO4, CaCl, 2H.0, MgCl, 6H20, CuSOa, H3BO3, ZnSO4
7H20, MnSO4 7H20, NaM004 2H,0 , C10H13FeN20s,.

Nesta etapa efetuaram-se também as adubacdes fosfatadas nos tratamentos do
experimento utilizando o MAP como fonte. O fertilizante MAP foi aplicado na dosagem de 0,4
g de P por quilo de solo, misturando-o em toda a sua massa. Antes da aplicagdo a fim de obter
particulas mais uniformes os fertilizantes foram macerados manualmente e peneirados em

malha 1 mm, aproveitando apenas as por¢des passadas por ela. Apos a aplicacdo dos
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fertilizantes manteve-se os solos nos vasos em 70% de sua capacidade de campo por 4 meses
até a coleta para analise enzimética.
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncias do

solo da Universidade Federal de Lavras, sob condi¢cdes controladas de temperatura e umidade.
4.6  Determinacdo da atividade enzimatica

As anélises enzimaticas das enzimas B-glicosidase (B-G), arilsulfatase (AR), fosfatase
acida (FAC) e alcalina (FAL) e da atividade da hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA)
foram efetuadas no Laboratério de Microbiologia e Processos Bioldgicos do Solo, situado no
DCS/UFLA. Para a realizagdo dessas analises, foram retirados de cada vaso com o auxilio de
uma péa, amostras de 100 g de solo imido, apos o solo contido no interior destes vasos terem
sido homogeneizados. Em seguida os solos foram passados em peneira de malha de 2 mm,
colocados em sacos plasticos e levados para armazenamento em camara fria, a temperatura de
4° C; para em seguida serem analisados.

A quantificacdo da atividade das enzimas foram realizadas seguindo as metodologias
descritas por Eivazi e Tabatabai (1988) para -G, Eivazi e Tabatabai (1977) para FAC e FAL,
Tabatabai e Bremner (1970b) para AR e Dick (1994) para FDA. As metodologias destacadas
tém por principio a mensuracdo do produto da atividade enzimatica sobre o substrato especifico
adicionado para cada enzima. Para -G, FAC, FAL e AR foram determinados a concentracao
final de p-nitrofenol liberado como produto da reacdo enzimatica, que € de cor amarela,
podendo, desse modo sua concentracdo ser determinada colorimetricamente por
Espectrofotometria de Absorcdo Molecular na regido do visivel. Da mesma forma é mensurada
a FDA, porém com a liberacdo de fluoresceina como produto da reacdo. Nas analises, foram
feitas para cada amostra coletada 4 repeti¢6es analiticas, sendo um branco para cada repeticéo.

Amostras em branco foram preparadas com a incubacao de solo sem 0s respectivos substratos.
4.6.1 Estimativa da atividade da enzima Arilsulfatase (AR)

Os principios para a AR séo similares aos relatados para -G, e seu método da mesma
maneira é baseado na liberacdo de p-nitrofenol quando o solo é incubado com p-nitrofenil
sulfato (PNS) e tolueno, em pH 5,8. Assim inicialmente em erlenmeyer de 50 mL colocou-se 1
g de solo seco fresco previamente pesados, 0,25 mL de tolueno, 4 mL de tampéo acetato pH
5,8 (0,5 mol L) e 1 mL de solugdo PNS. Posteriormente, os erlenmeyer foram tampados,

agitados manualmente e incubados a temperatura de 37° C por uma hora em banho maria.
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Decorrido o tempo de incubagéo, adicionaram-se aos frascos 1 mL de CaCl. (0,5 mol L
1Y e 4 mL de solugido NaOH (0,5 mol L), procedendo a agitacéo e filtragem em papel filtro
Whatman n° 42 em seguida. No filtrado determinou-se colorimetricamente a quantidade de p-
nitrofenol nas amostras em espectrofotometro UV-VIS a 410 nm. A solugdo controle foi
preparada igualmente excetuando-se a adicdo de substrato PNS.

Para estimar os resultados das concentragdes das amostras, utilizou-se também a
equacdo da curva padréo, feita a partir da leitura das absorbéancias dos pontos da curva
conhecidos de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol mL™. A partir da leitura da absorbancia
dos valores conhecidos obteve-se a equagdo da curva padrdo que correlaciona a absorbancia
com as concentragdes de p-nitrofenol contidas nas amostras. Ao realizar a leitura da absorbancia
das amostras inseriu-se os resultados na equacéo para obtencdo da concentracdo das amostras.
Por fim a atividade enzimatica foi expressa em microgramas de p-nitrofenol liberado por hora
por grama de solo seco (ug p-nhitrofenol h g™ solo) e o resultado foi obtido pela média das

quatro repeticdes subtraido o branco.
4.6.2 Estimativa da atividade da enzima B-glicosidase (B-G)

Em erlenmeyer de 50 mL colocou-se 1 g de solo seco fresco previamente pesado, 0,25
mL de tolueno, 4 mL de tampéo universal MUB pH 6,0 e 1 mL de solugdo PNG (p-nitrofenil-
B-D-glicosideo). Posteriormente, tamparam-se os erlenmeyer, os agitaram manualmente e entdo
0s incubaram a temperatura de 37° C por uma hora em banho maria.

Apbs o periodo de uma hora, adicionaram-se aos frascos 1 mL de CaCl, (0,5 mol L™?) e
4 mL de solucdo NaOH (0,5 mol L) a fim de cessar a reagéo enzimatica. Em seguida procedeu-
se a agitacdo e filtragem em papel filtro Whatman n° 42. No filtrado por fim determinou-se
colorimetricamente a quantidade de p-nitrofenol contido nas amostras por meio de
espectrofotometro UV-VIS a 410 nm. A solucdo controle foi preparada igualmente
excetuando-se a adi¢ao de substrato PNG.

A fim de determinar os resultados da quantidade de p-nitrofenol liberada por cada
amostra, foi preparada uma curva padrdo com concentracdes conhecidas com os pontos 0, 10,
20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol mL™. No fim ap6s a leitura das absorbancias foi feita a média
das 4 repeticdes de cada amostra retirada e subtraiu-se a absorbancia da prova em branco, sendo

o resultado expresso em pg p-nitrofenol h-1 g-1 solo.
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4.6.3 Estimativa da atividade das enzimas Fosfatase &cida (FAC) e alcalina (FAL)

Na determinacdo de FAC e FAL assim como nos métodos anteriores, aferiu-se a
concentracédo de p-nitrofenol liberado pela atividade das enzimas, a partir do substrato, solucéo
tampdo, e tolueno em faixas de pH especificas e adequadas para cada uma. A faixa de pH
estipulada para FAC é de 6,5 e FAL de 11.

Inicialmente quantidades de 1 g de solo seco fresco foram inseridas em erlenmeyer de
50 mL, agregando concomitantemente 0,2 mL de tolueno, 4 mL de solugéo tampdo MUB (pH
6,5 para FAC e pH 11 para FAL) e 1 mL de p-nitrofenil-fosfato. Posteriormente, os erlenmeyer
foram tampados, agitados manualmente e incubados a temperatura de 37° C por uma hora em
banho maria.

Apbs o tempo de uma hora agregou-se aos frascos 1 mL de CaCl2 (0,5 mol L) e 4 mL
de solugdo NaOH (0,5 mol L?), executando a seguir a agitacdo e filtragem em papel filtro
Whatman n° 42, Por fim no filtrado procedeu-se a leitura da quantidade de p-nitrofenol, em
espectrofotometro UV-VIS a 410 nm. A solugdo controle foi preparada igualmente
excetuando-se a adi¢do de substrato p-nitrofenil-fosfato.

Para obter os resultados das concentracfes das amostras, utilizou-se também da equacéo
da curva padréo elaborada a partir dos pontos 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol mL™.
Obteve-se por fim o resultado a partir da média das 4 repeti¢cdes subtraido o branco e o resultado

expresso em pg p-hitrofenol h* g? solo.
4.6.4 Quantificacdo da atividade da hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA)

Para estimativa da atividade microbioldgica geral do solo, empregou-se a metodologia
da hidrolise de diacetato de fluoresceina (FDA), que tem como principio a mensuracdo da
quantidade de fluoresceina hidrolisada liberada a partir da incubacdo de diacetato de
fluoresceina.

O procedimento consistiu inicialmente na pesagem de 2,5 g de solo seco em tubos de
50 mL, no qual foi adicionado 40 mL da solucéo tampao de fosfato de sodio (60 mmol L) a
pH 7,0 com diacetato de fluoresceina (C2oH1205 10 mg L™?). Apés a adigdo, tamparam-se 0s
tubos e os submeteram a incubacdo com agitacdo a 50 rpm por 24 horas, em temperatura de
37°C.

Decorrido o tempo de incubacdo adicionaram-se 2 mL de acetona (50%) para
interromper a reacdo, e em seguida procedeu-se a centrifugacdo por 5 minutos a 3000 rpm.

Posteriormente, filtrou-se a por¢éo sobrenadante em papel filtro Whatman n° 42, para leitura
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em espectrofotometro a 490 nm. Para o preparo das repetices controle adotaram-se 0s mesmos
procedimentos excetuando-se a adi¢do do substrato FDA.

Para a estimativa da concentracao de fluoresceina presente nas amostras, utilizou-se a
equacéo da reta, gerada a partir da leitura da curva padréo com concentragdes conhecidas de 0,
100, 200, 300, 400 e 500 mg de fluoresceina. Efetuou-se as leituras e com os resultados se
produziu o grafico com a equacdo da reta. Por fim o resultado foi obtido a partir da média das

4 repeticOes subtraido o branco e o resultado expresso em mg fluoresceina kg solo seco h.
4.7  Analise de dados

Os efeitos das adubacdes, corregdes de solo e interacOes entre eles foram testados pela
analise de variancia (ANOVA),e ao ocorrerem diferencas significativas, aplicou-se o teste de
Tukey a 5 % de significancia para a comparacdo de medias. Ao serem constatadas diferencas
significativas para as interacOes estas foram desdobradas adequadamente. Efetuou-se a analise
de variancia e teste de médias utilizando o programa estatistico SISVAR. Os resultados das

analises foram expressos nas figuras que constam nos Resultados e Discussdes.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES
51 Arilsulfatase

O efeito dos tratamentos de adubacdo e calagem sobre a atividade da enzima
arilsulfatase (AR) ndo foram isolados, apresentando interacdo entre os fatores (p = 0,0)
(FIGURA 6), o que indicou que essa atividade enzimatica foi amplamente afetada pela calagem
e a adubacdo. Estes comportamentos puderam ser averiguados conforme os resultados gerados
pela analise de variancia que estdo representados na Tabela 2 abaixo.

Foram observadas diferencas significativas para o fator calagem nos tratamentos
controle e NKSm (FIGURA 6), sendo que a calagem efetuada e 0 aumento de pH proporcionado
por ela estimularam a atividade desta enzima. Ao comparar cada tratamento, é notério que a

calagem promoveu as maiores atividades da AR (FIGURA 6).
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Tabela 2 - Resultados da ANOVA para atividade enzimética de Arilsulfatase em resposta aos
fatores calagem e adubacao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Blocos 3 417,5888 139,1962 0,699 0,5682
Adubacéo 2 13342,3102 6671,1551 33,490 0,0000
Calagem 1 31004,7095 31004,7095 155,647 0,0000
Adubacdo*calagem 2 14069,2759 7034,6379 35,315 0,0000
Erro 14 2788,7931 199,1995
Total corrigido 22 61622,6778
C.V (%) 23,20

Meédia Geral 60,8301 Numero de observacdes: 23
Legenda: FV- Fonte de variacdo; GL- Graus de liberdade; SQ- Soma de quadrados; QM- Quadrado
médio; C.V- Coeficiente de variacdo.

Fonte: Do autor (2022).

Figura 6 - Atividade enzimatica de Arilsulfatase em funcdo dos tratamentos aplicados no
experimento de adubacdo (controle, NKSm e NPKSm) e calagem (com e sem
calagem) sobre um Latossolo Vermelho Amarelo.
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Legenda: Letras mailsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com e sem
calagem em p < 0,05 pelo teste de Tukey. Letras minGsculas indicam diferenca estatistica significativa
entre os diferentes tratamentos de fertilizagdo em p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2022).

O efeito da calagem na elevacdo da atividade da enzima AR era esperado,
principalmente devido ao aumento do pH do solo proporcionado por esta pratica. Como
observado em estudos anteriores a faixa de pH ideal para esta enzima é compreendida entre 5,5
a 6,2 em intervalos de valores mais proximos a alcalinidade (GERMIDA; WAINWRIGHT,;
GUPTA, 1992).

Tais resultados positivos da calagem e do pH em relagdo a enzima AR, estdo em
concordancia ao observado em estudos anteriores (ACOSTA-MARTINEZ; TABATABAI,
2000; CHEN et al., 2019; INAGAKI et al., 2016). Conforme mostrado nestes estudos, o
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aumento do pH proporcionado pela aplicacdo da calagem pode estimular a diversidade e
populacdo microbiana, levando ao aumento da atividade enzimatica do solo, perfazendo um
dos principais fatores controladores de sua atividade. Desta forma constata-se que a calagem
estimulou a atividade enzimatica de AR, vindo de encontro a nossa hipotese.

Em relacdo aos tratamentos de adubacdo nos tratamentos com calagem, pode-se
observar que aquele que permitiu maior atividade da AR foi o tratamento controle, seguido dos
tratamentos NKSm e NPKSm, sendo este Gltimo o que teve o menor valor (FIGURA 6). Tais
comportamentos eram esperados conforme as caracteristicas da enzima, que tende a diminuir a
sua atividade quando ha muito enxofre prontamente disponivel no solo, que foi o caso dos
tratamentos NKSm e NPKSm. Essa resposta apresentada pela AR apoia a ideia de que esta €
uma enzima induzivel e que se expressa fortemente em condigdes de caréncia de S
(HALLMANN; SUMPER, 1994). Logo baixos niveis de S presentes no solo tendem a estimular
a atividade desta enzima, como pode ser observado no tratamento controle em relacdo aos
demais.

Ao comparar o tratamento controle e NKSm infere-se o efeito do sulfato na reducao da
atividade da AR, visto que o sulfato adicionado promove sua redugdo. O fato de a
disponibilidade de sulfato reduzir a atividade da AR foi amplamente relatada em outros estudos
(FILIPEK-MAZUR; GORCZYCA; TABAKA, 2017; GUPTA; LAWRENCE; GERMIDA,
1988; PRIETZEL, 2001).

Contudo a AR pode ser alterada por muitos outros fatores e nutrientes no solo, como o
fosfato e nitrogénio aplicado. Neste sentido, é valido ressaltar que a atividade desta enzima
pode ter sido afetada grandemente por estes fatores. No tratamento NPKSm houve o incremento
do elemento P por meio do fertilizante MAP. Com base nisso o fosfato adicionado ao solo, pode
ter tido efeito sobre a AR. Houve diferencas significativas do tratamento NPKSm com calagem
em relacdo aos demais tratamentos com calagem (FIGURA 6), pois este apresentou a menor
atividade de AR, indicando que possa ter havido efeito adicional da deposicdo de P sobre estas
enzimas.

Segundo Dogson, White e Fitzgerald (1982); Scherer (2001), o sulfato e ortofosfato
podem inibir competitivamente e ndo-competitivamente a AR. Tais resultados estdo em
concordancia com outros trabalhos como 0s que mostram justamente esse decaimento da
atividade desta enzima ao ser aplicado fontes com P (CHEN et al., 2016; HAYNES; SWIFT,
1988; WHALEN; WARMAN, 1996). Entretanto, respostas diferentes tém sido apontadas para
o efeito da fertilizacdo fosfatada sobre a atividade de AR, sendo relatados efeitos positivos e

negativos em relacdo a essa pratica (WANG et al., 2019). Por Gltimo depreende-se que em
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nosso experimento o comportamento enzimatico de AR frente a adubagdo foge a hipdtese
inicial levantada, o que como visto, pode ser explicado principalmente pelas caracteristicas
desta enzima frente a disponibilidade de S e P.

Por outro lado, as adubacGes nos tratamentos sem calagem, n&o apresentaram diferenca
estatistica entre si. Observou-se ligeiro decréscimo do tratamento controle para NKSm e
aumento em relacdo ao NPKSm. Este fato pode ser explicado pelo efeito mediador do pH do
solo na disponibilidade de nutrientes, visto que em menores faixas de pH a disponibilidade de
nutrientes pode ser mais baixa e influenciar menos a atividade enzimatica. Esta dindmica dos
nutrientes conforme as faixas de pH podem explicar o comportamento dos tratamentos de
adubac&o dentro do tratamento sem calagem.

Por fim salienta-se que a arilsulfatase foi sensivel aos manejos de adubacéo e calagem
efetuados neste trabalho, o que nos mostra que estes manejos podem alterar seu comportamento
enzimatico nos solos e no ambiente agricola como um todo. Como ressaltado por Mendes et al.
(2019) as caracteristicas das enzimas de ndo possuirem alteragdes em sua atividade frente a
manejos de adubacdo e calagem sdo desejaveis. Contudo essa caracteristica ndo pdde ser
observada para arilsulfatase neste experimento, visto que foi uma enzima que teve grande

interferéncia de adubacdes sulfatadas, fosfatadas e calagem.
5.2  B-glicosidase

De acordo com os resultados da analise de variancia (TABELA 3), nota-se que a
atividade da B-G ndo apresentou interacdo entre os fatores calagem e adubacéo, sendo pouco
afetada por eles (FIGURA 7). Percebe-se também que somente para fator adubacdo foi
encontrada diferenca estatistica significativa (p=0,0046), que pdde ser notada apenas no
tratamento NPKSm com calagem que foi o Unico que se diferiu dos demais com a menor
atividade enzimatica. Esta falta de variacBes encontradas nos tratamentos, se da em virtude
principalmente da baixa disponibilidade de M.O e de fontes de C no solo, que sdo cruciais para
uma maior expressdo em sua atividade enzimatica (SARATHCHANDRA; PERROT, 1984); e
que, entretanto, ndo puderam ser acrescidas ao solo via manejos de adubacdo organica ou por
deposicéo rizosférica por exemplo.

O fator calagem ndo apresentou efeito sobre a atividade de B-G significativo (p =
0,7666) entre os tratamentos (FIGURA 7). Tal resultado contrasta com aqueles encontrados na
literatura que indicam aumento de sua atividade em decorréncia da calagem e aumento do pH
(ACOSTA-MARTINEZ; TABATABAI, 2000; CHEN et al., 2021; INAGAKI et al., 2016).

Segundo esses autores a aplicagdo de calcério pode aumentar a respiracdo, a biomassa e a
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diversidade microbiana e diminuir o AP* trocavel o que favorece a microbiota do solo e
estimula maior atividade bioldgica e enzimatica. Assim segundo Acosta-Martinez e Tabatabai

(2000) a adigdo de calcario em geral, aumenta a atividade de p-glicosidase.

Tabela 3 - Resultados da ANOV A para atividade enzimatica de B-glicosidase em resposta aos
fatores calagem e adubagao.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Blocos 3 3742,9721 1247,6573 1,498 0,2554
Adubacéo 2 13108,6082 6554,3041 7,872 0,0046
Calagem 1 76,0782 76,0782 0,091 0,7666
Adubacéo*calagem 2 2523,0720 1261,5360 1,515 0,2516
Erro 15 12489,121264  832,6080
Total corrigido 23 31939,8519
Mg:d}; ((;/(e)z)ral 12243?’32019 6 NUmero de observacdes: 24

Legenda: FV- Fonte de variacdo; GL- Graus de liberdade; SQ- Soma de quadrados; QM- Quadrado
médio; C.V- Coeficiente de variacdo.
Fonte: Do autor (2022).

Figura 7 - Atividade enzimatica de fS-glicosidase em funcéo dos tratamentos aplicados no
experimento de adubacdo (controle, NKSm e NPKSm) e calagem (com e sem
calagem) sobre Latossolo Vermelho Amarelo.
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Legenda: Letras mailsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com e sem
calagem em p<0,05. Letras minusculas indicam diferenca estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos de fertilizagdo em p<0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2022).

No entanto, neste estudo, as observacdes que apontam a auséncia de efeito da calagem
e aumento do pH sobre a atividade enzimaticas de B-G, foram inconsistentes com estudos
anteriores. Ademais, na literatura muitos trabalhos apontam correlagGes negativas ou auséncia

de efeito sobre essa enzima, o que demonstra resultados controversos (CHA et al., 2021,
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EIVAZI; TABATABAI, 1990; RUY, 2014). Entretanto uma explicacdo apontada para a
auséncia de efeito sobre a atividade de -G pode ter sido devido a diminuicdo do potencial
microbiano para a degradacao de M.O que foi reduzido pela adi¢do de calcério, pois 0 aumento
da concentragéo de Ca?* no solo pode aumentar a estabilidade do substrato, criando pontes entre
as particulas do solo e assim desacelerando as taxas de degradacdo (WHITTINGHILL,;
HOBBIE, 2012).

No entanto, neste estudo, constatou-se uma resposta controversa do efeito da calagem
em relagdo a estudos anteriores, visto que apontou uma auséncia de efeito da calagem e do
aumento do pH sobre a atividade enzimatica de B-G, o que contrariou a hipétese inicial
levantada. Essa resposta segundo Mendes et al. (2019), é vantajosa, pois as caracteristicas das
enzimas de ndo serem afetadas por adubos e calcario sdo desejaveis a fim de representar outras
alteracfes de manejo com maior precisdo e menor interferéncia destes fatores do solo. Ademais,
na literatura muitos trabalhos apontam correlagdes negativas ou auséncia de efeito da calagem
sobre essa enzima, o que demonstra resultados controversos (CHA et al., 2021; EIVAZI,
TABATABAI, 1990; RUY, 2014). Nestes trabalhos aléem do efeito do pH, outros quesitos séo
levados em consideragdo e que demonstram grande relevancia na atividade de -G como M.O,
elementos tracos, salinidade, além da presenca de plantas, que contribuem muito para as

alteracdes na atividade desta enzima.

Segundo Sinsabaugh et al. (2008) o potencial enzimético para a hidrélise de
componentes labeis da M.O do solo esta ligado a disponibilidade de substrato, pH do solo, e
estequiometria da demanda de nutrientes microbianos. Com base nessa ideia é apontado que a
responsividade da atividade de B-G é grande, principalmente, em funcéo da disponibilidade de
substrato, e sua atividade estritamente relacionada a quantidade de M.O e carbono orgéanico
(CHA et al., 2021; EIVAZI; TABATABAI, 1990). Segundo Mendes e Reis Junior (2004) as
variacOes na atividade dessa enzima sdo largamente influenciadas pela quantidade e qualidade
dos residuos organicos que sao retornados ao solo. Dessa forma maiores variacdes podem ser
encontradas em funcdo disso. No presente experimento o nivel de M.O era baixo, ndo houve
deposicdo de residuos, nem tampouco a presenca de plantas, o que pode explicar tal
comportamento.

Além disso, faixas de pH mais acidas em torno de 5,5 sdo apresentadas como aquelas
mais propicias para a atividade de -G, indicando maior desempenho sobre estas condigdes
(DAROIT, 2007). Também como constatado por Eivazi e Tabatabai (1990), o aumento do pH

do solo de 4,5 a 8,5 teve efeito negativo sobre a -G reduzindo sua atividade.
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Analisando o efeito dos tratamentos de adubacdes, verifica-se que estes néo
favoreceram a atividade da enzima em relagdo ao controle, como era esperado. Nao houve
diferencas significativas para as adubagdes nos tratamentos sem calagem (FIGURA 7). J& nos
tratamentos com calagem observou-se que o tratamento NPKSm teve a menor atividade
diferindo estatisticamente do tratamento controle e NKSm. O tratamento controle e NKSm ndo
diferiram entre si estatisticamente.

A partir dessas observagoes verifica-se que as adubacGes ndo estimularam a atividade
enzimatica de B-G como era esperado, contrariando a hipdtese levantada no estudo. Em
metanalise realizada por Jian et al. (2016), conclui-se que a fertilizagdo com N aumentou a
atividade de B-G, apontando que o suprimento de N sustenta a microbiota do solo para produzir
mais enzimas extracelulares associadas a aquisi¢cdo de C. O P da mesma maneira expressa
relacdo positiva com B-G, porém menos pronunciada apresentando pequenos ou as vezes
nenhum incremento em atividade enzimatica e em combinacdo com N pode ter comportamentos
diversos sobre a atividade de -G (DONG et al., 2015; WANG et al., 2022; XIAO et al., 2018).
Assim como apontado, o efeito positivo das adubacGes sobre esta enzima deve-se grandemente
ao efeito positivo de N e P sobre elas.

Porém percebeu-se em nosso estudo que no tratamento NKSm ndo houve incremento
em atividade em relacdo ao controle, como era de se esperar devido a adicdo de N. Com isso
pOde-se observar que o incremento de outros nutrientes e principalmente de N, ndo promoveu
aumento em atividade de B-G.

Ao observar o tratamento NPKSm, com a adicdo de MAP como fonte de P e de N,
percebe-se que este promoveu decréscimo na atividade de -G em relacdo ao controle e NKSm
nos tratamentos com calagem, com diferenca estatistica significativa. Como demonstrado por
Allison e Vitousek (2005) em seu trabalho, a celulose e nutricdo ocupam papeis essenciais para
o funcionamento enzimatico de B-G. Neste estudo o0 autor observou que a adi¢do de fontes de
N e P com auséncia de adicdo de celulose ndo promoveram a maior atividade de B-G, ao
contrario dos tratamentos que receberam fontes de N e P combinadas com celulose que
mostraram a maior atividade. Assim a combinacdo destes dois fatores € primordial para o
funcionamento enzimatico. Deste modo os resultados levantados em nosso trabalho podem vir
em razdo destes fatores (disponibilidade de substrato e nutricdo) sendo que a disponibilidade
de substrato (celulose) em nosso experimento foi baixa, o que pode ter induzido a menores
respostas da nutricdo para a atividade de B-G.

Por dltimo depreende-se que a resposta apresentada pela -G aos manejos de calagem e

adubacdo, a faz como uma importante enzima capaz de ilustrar a qualidade do solo, visto que
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poderia ser utilizada para identificar alteracbes de manejo benéficas e maléficas sem grande
influéncia de fatores como adubag@o e calagem. Deste modo a (-G se configura conforme
apresentado como um 6timo indicador biolégico de qualidade do solo, apropriada para

determinar sua sustentabilidade, satde e qualidade.

5.3 Fosfatase acida e alcalina

A atividade enzimética da fosfatase acida (FAC) e da fosfatase (FAL) apresentaram
interacdo entre os fatores calagem e adubacéo (p = 0,0039 e 0,0034), como mostrado pelos
resultados apresentados pela analise de variancia expressos na Tabela 4. A atividade de FAC e
FAL apresentaram comportamentos similares tanto para calagem quanto para as adubacdes
(FIGURA 8). E possivel perceber que o fator calagem apresentou diferenca estatistica
significativa apenas no tratamento com adubagdo NKSm. No tratamento controle observou-se
ligeiro aumento também da atividade de FAC e FAL com a calagem, sem, no entanto,
apresentar diferenca estatistica significativa. Ja o tratamento NPKSm exibiu comportamento
contrario com maior atividade no tratamento sem calagem, sem apresentar, entretanto, diferenca

estatistica significativa.

Tabela 4 - Resultados da ANOVA para atividade enzimatica de fosfatase acida e alcalina em
resposta aos fatores calagem e adubacao.

Fosfatase acida

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Blocos 3 134883,1126  44961,0375 0,642 0,5997
Adubacéo 2 1129871,8358 564935,9179 8,069 0,0042
Calagem 1 328045,4852  328045,4852 4,686 0,0470
Adubacado*calagem 2 1146349,7513 573174,8756 8,187 0,0039
Erro 15 1050176,7975 70011,7865
Total corrigido 23 3789326,9826
C.V (%) 25,73

Meédia Geral 1028.3938 NUmero de observaces: 24

Fosfatase alcalina

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Blocos 3 120876,7289  40292,2429 0,923 0,4538
Adubacéo 2 344533,4557  172266,7278 3,944 0,0420
Calagem 1 114401,1250 114301,1250 2,617 0,1265
Adubacéo*calagem 2 744586,0090 372293,0045 8,524 0,0034

Erro 15 1050176,7975 70011,7865

Total corrigido 23 1979416,3571
Mgcll}; (COE/Z)raI 92222,’562528 NUmero de observacGes: 24

Legenda: FV- Fonte de variagdo; GL- Graus de liberdade; SQ- Soma de quadrados; QM- Quadrado
médio; C.V- Coeficiente de variagao.
Fonte: Do autor (2022).
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Figura 8 — Atividade enzimatica de fosfatase &cida e alcalina em fungdo dos tratamentos
aplicados no experimento de adubagéo (controle, NKSm e NPKSm) e calagem
(com e sem calagem) sobre Latossolo Vermelho Amarelo.
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Legenda: Letras mailsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com e sem
calagem em p<0,05. Letras mindsculas indicam diferenga estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos de fertilizacdo em p<0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2022).

Estes resultados observados podem apontar para algumas caracteristicas apresentadas
por estas enzimas. Dentre essas caracteristicas estdo a sua alta correlagcdo com fatores como pH,
disponibilidade de N, P e M.O, por exemplo.

Como assinalado por alguns estudos a resposta da atividade enzimatica de ambas as
enzimas em relacdo ao pH pode apresentar comportamentos diferentes. Contudo varios estudos
apontam para respostas positivas da FAL com o aumento de pH e respostas negativas de FAC
ao aumento de pH (ACOSTA-MARTINEZ; TABATABAI, 2000; EKENLER; TABATABAI,
2003a; FERNANDES, 1996; HAYNES; SWIFT, 1988; SARAPATKA; DUDOVA;
KRSKOVA, 2004). Em nosso trabalho os comportamentos destas enzimas ndo foram
completamente consistentes com estes estudos. Verifica-se que no tratamento controle nédo
houve diferenca estatistica significativa para o fator calagem para ambas as enzimas, mas que
exibiram, no entanto, ligeiros aumentos em suas atividades com a calagem. Esta baixa resposta
a calagem pode estar atrelada aos baixos niveis de M.O e de nutrientes disponiveis para a sintese
e atividade enzimatica destas enzimas que sdo altamente responsivas a N e C principalmente
(MARGALEF et al., 2017).

Ja no tratamento NKSm percebeu-se que houve diferenca estatistica entre os tratamentos
que receberam calagem e 0s que ndo receberam. Esta resposta pode estar atrelada
principalmente a influéncia positiva da adi¢do de nutrientes ao solo que podem ser utilizados

pelos microrganismos para crescimento e desenvolvimento. Segundo Margalef et al. (2017) em
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meta-analise, o N estimula a atividade de fosfatases, sendo considerado o principal nutriente
limitante do crescimento dos microrganismos; e é necessario para que estes consigam investir
na producdo de enzimas fosfatases que sdo ricas em N. Ressalta-se também que os
microrganismos respondem a desequilibrios elementares, produzindo enzimas direcionadas
para 0 elemento em necessidade, sendo que o P pode se tornar mais limitante quando ha a
disponibilidade suficiente de outros recursos como o N.

Para mais, nutrientes como o K sdo importantes, influenciando positivamente estas
enzimas, visto que regulam o pH citoplasmatico e turgor da célula (BOOTH, 1985). Como a
calagem e o aumento do pH proporcionado por ela aumentam a disponibilidade destes
nutrientes pode ser que a grande diferenca apresentada se deva em funcéo da elevacdo e maior
disponibilidade de nutrientes para serem usados pelos microrganismos.

O aumento da atividade de FAL com o aumento do pH pode demonstrar que a correcdo
do solo pela pratica da calagem, pode ter tido impacto positivo no tamanho das populac6es
microbianas, j& que esta enzima é produzida apenas por microrganismos (JUMA;
TABATABAI, 1988b). Porem o aumento de pH proporcionado pela efetuacdo da calagem
sobre a enzima FAC teve comportamento contrario ao esperado. Houve grande acréscimo de
atividade para esta enzima no tratamento que foi feita calagem em relacéo ao que nao foi, o que
entra em contraste com resultados obtidos em trabalhos anteriores. Tal comportamento pode
ser explicado como mostrado em trabalho de Margenot, Sommer e Parikh (2018) pela dose de
calcério aplicado ao solo, que impacta de maneira diferente sobre esta enzima. Além do mais o
incremento de Ca e Mg exibem efeito ativador sobre a atividade de FAC (ABD-ALLA, 1994),
e por isso 0 aumento de saturacéo por bases do solo com a calagem e a disponibilidade de Ca e
Mg a partir dela pode ter gerado esse efeito positivo em sua atividade.

Ja no tratamento NPKSm observa-se um comportamento contrario ao obtido no
tratamento NKSm, em que foi constatado ligeiro decréscimo da atividade de FAC e FAL com
a presenca da calagem, sem apresentar, todavia, diferenca estatistica significativa. Este
comportamento pode ser explicado pelo efeito inibidor do P sobre a atividade destas enzimas,
que compde um dos principais fatores para essa diminui¢do. Como enfatizado por Allison et al.
(2010), o requerimento nutricional dos microrganismos segue o “principio econémico da
evolugdo” e 0 investimento metabolico na producdo de enzimas fosfatases seré reduzida quando
houver disponibilidade de P inorganico suficiente. Logo a sintese e atividade destas fosfatases
ocorre em resposta a deficiéncia de P, sendo reprimidas em condicdes de alto nivel de P e
estimuladas em condi¢des limitantes deste nutriente (KUMAR; KUMAR; PATEL, 2018;
YAMADA,; STIPP; ABDALLA, 2004). Com base nisso muitos estudos salientam o efeito
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inibidor que o fosfato tem em relagédo a atividade das enzimas FAC e FAL (FERNANDES et
al., 1998; GATIBONI et al., 2008; PAREDES et al., 2011). Nossos resultados entram em
concordancias com tais estudos.

E sabido amplamente que o P em relagdo a variacdo de pH, se comporta de maneiras
diferentes, com diminuigédo de sua disponibilidade em pH menores que acabam por propiciar o
processo de fixacdo e precipitacdo com ions Fe** e A" (BRADY; WEIL, 2013). Além disso
nos coloides do solo, hé a possibilidade de ocorrer o processo de hidroxilacdo de sua superficie,
e nessa camada hidroxilada podem ser criadas cargas positivas por protonagdo do grupo
hidroxila, o que pode favorecer a adsor¢do do fosforo em pH menores (FRANZEN, 2009).
Assim o aumento de pH pode aumentar a disponibilidade de P (ROSA; CAPONI; JUNIOR,
2016), o que pode deixa-lo disponivel para a utilizacdo pelos microrganismos.

Desta forma a menor atividade de ambas as enzimas no tratamento que recebeu a
adubacdo NPKSm juntamente com corre¢do de pH com calagem, pode ser explicada em razéo
disso. Como o pH aumentou, a disponibilidade de P inorganico aumentou, 0 que acentuou 0s
efeitos negativos do P sobre estas enzimas. Dessa maneira as respostas encontradas para as
enzimas FAC e FAL apoiam descobertas anteriores que mostram que estas enzimas Sao
induziveis e que a intensidade de sua atividade e excrecao sdo determinadas pelo requerimento
em P inorgénico (PAREDES et al., 2011).

Por fim ressalta-se que as respostas encontradas para a atividade das enzimas FAC e
FAL no geral, ndo apoiam a hipotese inicial de nosso trabalho em relagdo aos manejos de
calagem e adubacdo. Essas respostas como visto entram em virtude de caracteristicas proprias
de cada uma destas enzimas em relacdo a disponibilidade de P e pH, bem como a
disponibilidade de M.O. Com base nestas caracteristicas observou-se, portanto, que estas
enzimas foram sensiveis aos manejos efetuados de adubacdo e calagem, o que pode nédo ser
interessante em algumas situacdes para a utilizacdo como indicador de alteracdo de qualidade

relacionada a outros tipos de manejo.
5.4  Atividade da hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA)

Para a atividade de hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA), a calagem (p=0,6406)
e adubacdo (p=0,7560) ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, como pode ser
averiguado na Tabela 5. Tal fato demonstra que estes fatores ndo tiveram efeito sobre a
atividade enzimatica de FDA, o0 que sugere que as praticas de calagem e adubacdo ndo levaram

a um aumento ou diminuicdo na atividade microbioldgica total do solo (FIGURA 9). Essa
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constatacdo contrapde a hipOtese levantada para estes fatores, no qual esperavam-se
incrementos em atividade.

Entretanto salienta-se que a variagdo dos resultados foi alta (CV=81,72%) para esse
parametro, em razdo da grande dispersdo dos resultados das leituras em relacdo a média.
Portanto novos testes poderiam ser feitos para uma melhor confiabilidade dos resultados.
Entretanto o coeficiente de variacdo para propriedades bioldgicas é geralmente alto, quando
comparados com outras propriedades do solo (PIOTROWSKA; DLUGOSZ, 2012;
PIOTROWSKA-DLUGOSZ et al., 2017; YANAI et al., 2003).

Tabela 5 - Resultados da ANOVA para atividade hidrolitica de FDA em resposta aos fatores
calagem e adubagéo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Blocos 3 49467,1053  16489,0351 0,563 0,6483
Adubacéo 2 16720,4167  8360,2083 0,285 0,7560
Calagem 1 6671,1958 6671,1958 0,228 0,6406
Adubacéo*calagem 2 99801,1247  49900,5623 1,703 0,2177

Erro 14 410130,7337  29295,0524

Total corrigido 22 582790,5763
Méco'l}g ((;/(ejz)ral 20%1,;173237 Numero de observacdes: 23

Legenda: FV- Fonte de variacdo; GL- Graus de liberdade; SQ- Soma de quadrados; QM- Quadrado
médio; C.V- Coeficiente de variacéo.
Fonte: Do autor (2022).

Figura 9 - Atividade hidrolitica FDA em funcédo dos tratamentos aplicados no experimento de
adubacdo (controle, NKSm e NPKSm) e calagem (com e sem calagem) sobre
Latossolo Vermelho Amarelo.
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Legenda: Letras maidsculas indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com e sem
calagem em p<0,05. Letras minusculas indicam diferenca estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos de fertilizacdo em p<0,05 pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2022).
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Como apresentado por alguns autores a quantidade de fluoresceina hidrolisada, esta
associada com a maior quantidade de enzimas liberadas pelos microrganismos, o que esta
diretamente relacionado a quantidade de M.O no solo (OLIVEIRA et al., 2014). Em trabalho
conduzido por Galindo, Strock e Pagliari (2022), € retratado que em tratamentos que receberam
adubacdo NPK e retirada de residuos de palhada do solo, tiveram menor atividade do que
aqueles que tiveram adubacdo NPK e cobertura com palhada. Por conseguinte, a M.O e
cobertura de solo desempenham papéis cruciais aumentando a estabilizagdo de micro
agregados, garantindo protecéo de enzimas celulares, promovendo habitat para microrganismos
e consequentemente aumentando a atividade enzimatica de microrganismos do solo (GAJDA,
PRZEWOKA; GAWRYJOEK, 2013). Ainda, a M.O e cobertura do solo séo fonte de recursos
para obtencdo de energia pelos microrganismos do solo, sustentando sua multiplicacdo e
crescimento. Assim constata-se que a disponibilidade de M.O no solo, ¢é altamente benéfica aos
microrganismos, apresentando correlagéo positiva com sua atividade enzimatica geral (GHINI;
MENDES; BETTIOL, 1998; NAYAK; BABU; ADHYA, 2007).

Em geral o aumento da atividade microbiolégica total pode ser atribuido a M.O
facilmente biodegradavel que estimula o crescimento de microrganismos do solo (PERUCCI,
1992). Estudos observaram por exemplo que adigbes de compostos organicos, como lodo de
esgoto e outros residuos solidos, podem promover o0 aumento de FDA em virtude da elevacéo
de M.O e da adicdo de microrganismos ativos (PERUCCI, 1992; SANCHEZ-MONEDERO et
al., 2008). Em vista disso, entende-se que a baixa disponibilidade de M.O, a perda de estrutura
e falta de fontes simples para serem utilizadas pelos microrganismos podem ter impactado na
atividade geral da enzima, constituindo-se de fatores interferentes para menor expressao em
atividade de FDA.

Contudo como enfatizado, ligeiros aumentos na hidrélise FDA foram observados nos
tratamentos controle e NKSm com a efetuacdo da calagem, mas sem apresentar diferenca
estatistica. Em nosso estudo o pH com a efetuacdo da calagem foi de 5,1 a 6,3, e segundo Adam
e Duncan (2001), faixas de pH maiores em valores mais alcalinos em torno de 7 a 8 sdo mais
propicios para maior atividade de FDA. Com base nisso 0 menor acréscimo em atividade de
FDA e falta de diferenca estatistica observada com a realizacdo da calagem, pode ter sido
devido a esse menor aumento do pH do solo, que ndo alcancou valores maiores e mais
adequados para a atividade de FDA. J& no tratamento NPKSm houve ligeira diminuicdo de

atividade com a calagem, mas sem diferenca significativa.
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No que concerne o efeito dos tratamentos de adubacdo sobre a FDA, pode-se dizer que
variou pouco mas pode dar indicios da disponibilidade de elementos importantes para 0s
microrganismos como o N, P e micronutrientes. Salienta-se que embora haja alguns relatos
sobre essa tematica, o efeito de nutrientes sobre a atividade microbioldgica total do solo
representada por FDA tem sido pouco abordado.

O N e P principalmente sdo mencionados em estudos apresentando correlagdes com
FDA. No entanto, respostas diferentes sdo mostradas para esse comportamento enzimatico, que
exibem tanto resultados negativos, positivos e neutros em relacdo a esses elementos
(KRACMAROVA et al., 2020; KUMAWAT et al., 2017; SARATHCHANDRA et al., 2001,
VERDENELLI et al., 2018). Observacges anteriores mostram por exemplo a alta correlacéo da
atividade FDA com a presenca de N disponivel que é um nutriente limitante para a producao
de enzimas (BRAGAZZA et al., 2012). Todavia em nossa presente pesquisa percebeu-se que
ao comparar o tratamento controle e NKSm (FIGURA 9), houve pequenos incrementos em
atividade devido a presenca de N e de outros elementos nesse tratamento, sem entretanto
apresentar diferenca significativa. No entanto ha de se salientar que as respostas encontradas,
podem também demonstrar a baixa disponibilidade de M.O, que como destacado anteriormente
s80 esséncias aos microrganismos.

No tratamento NPKSm em que foi agregado o fertilizante MAP que contém tanto fontes
de N e P, houve pequeno decaimento em atividade em relacdo aos tratamentos controle e NKSm
com calagem, sem, no entanto, apresentar diferenca estatistica significativa (FIGURA 9). Esta
auséncia de efeito e ligeira diminuicdo da atividade possivelmente foi devido a adi¢cdo de fontes
de P, que ja foram relatadas anteriormente (RUY, 2014; VERDENELLI et al., 2013). De acordo
com Li et al. (2020), a fertilizacdo com P exprime menores efeitos na comunidade microbiana
do solo, mostrando-se muitas vezes insensiveis no tamanho de grupos microbianos e com
influéncia insignificante na estrutura geral das comunidades microbianas. Deste modo se
houvesse estimulo no tamanho da comunidade microbiana, provavelmente maior investimento
metabolico na producédo de enzimas e maior atividade enzimatica seria notada a fim de manter
0 sustento dessa comunidade maior; o que ndo ocorreu visto que o P ndo estimulou a
comunidade microbiana.

Contudo respostas positivas tém sido encontradas na literatura ao adicionar fontes de N,
P e micronutrientes (VERDENELLI et al.,, 2013, 2018), assim como realizado em nosso
trabalho. Porém, ressalta-se que fatores como doses e equilibrios nutricionais também sdo

importantes, uma vez que a atividade de FDA e as populagdes microbianas sdo grandemente
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comandadas por equilibrios na relagdo entre nutrientes. Por exemplo equilibrios na relacéo C e
N nos solos com menores valores favorecem a atividade FDA (AON; COLANERI, 2001).

Entretanto em nosso estudo a disponibilidade de P ndo impactou na atividade de FDA,
0 que sugere que a comunidade microbiana nos solos pode ter permanecido semelhante as
diferentes adubacdes, que foram por sua vez insuficientes para induzir alteracbes nessas
comunidades. Contudo 0s mecanismos para essas repostas ainda ndo foram evidenciados.

Por fim enfatiza-se que as respostas da atividade hidrolitica de FDA nos tratamentos,
indicam que esta ndo foi sensivel aos manejos de adubacdo e calagem. Dessa forma, a analise
de FDA pode ser, por conseguinte uma boa indicadora para alterac6es de outros tipos de manejo

de solo, assinalando seu estado de qualidade e sustentabilidade.
6 CONSIDERACOES FINAIS

Verificou-se no trabalho que as adubacdes e calagem provocaram diferentes respostas
sobre a atividade destas enzimas, no qual estes fatores tiveram efeito para interagdo nas enzimas
AR, FAC e FAL. Em FDA e B-G ndo se observou interacdo entre estes fatores. Além disso,
notou-se a resposta de cada uma das enzimas conforme os manejos efetuados, no qual houve
situacOes de falta de efeito, aumentos e diminui¢cdes na atividade enzimatica a depender da

enzima analisada.

Com base nisso averigua-se que objetivo geral foi atendido porque efetivamente o
trabalho conseguiu demonstrar como a atividade das enzimas variaram em resposta ao manejo
nutricional no solo. Com isso foi possivel responder ao questionamento levantado
anteriormente de como estas enzimas se comportariam frente a esses manejos.

Hipotetizou-se nesta pesquisa que a adicdo de fertilizantes e calagem aumentam a
atividade das enzimas no solo. No trabalho descobriu-se que a calagem estimulou a AR, e a
adubacdo com S e P a impactou negativamente nos tratamentos NKSm e NPKSm com calagem.
Na atividade de -G, a calagem ndo teve efeito, e nas adubacbes sé o tratamento NPKSm se
diferiu dos demais, com a menor atividade. Ja as enzimas FAC e FAL exibiram respostas
similares para calagem e adubacdes. A fosfatase acida teve resposta positiva a calagem, o que
ndo foi esperado; e para adubacdo houve reducdo em atividade de FAC e FAL, no tratamento
NPKSm. Para FDA houve auséncia de efeito de calagem e adubacdo. Dentre estas enzimas,
notou-se que a B-G teve um uma resposta muito interessante frente a adubacdo e calagem, visto
que ndo teve sua atividade enzimética muito alterada em relagdo a esses manejos, o que a leva

a poder ser usada como um indicador de qualidade vantajoso.
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Notou-se ao final, que no geral as respostas apresentadas pelas enzimas, ndo foram
consistentes com a hipotese levantada, visto que a adicdo de fertilizantes e calagem néo
promoveram incrementos significativos na atividade de enzimas no solo. Entretanto algumas
respostas peculiares eram esperadas em relacdo a algumas enzimas que mostram caracteristicas
especificas quanto a disponibilidade de nutrientes, substrato e pH principalmente.

Conforme os resultados e dados obtidos neste trabalho pode-se entender que as enzimas
sdo importantes indicadores biolégicos da qualidade de solo e sua saude, oferecendo um
diagnostico réapido de sua atual condicdo, além de interferéncias passadas ocorridas nesse
ambiente. Com isso as enzimas estudadas mostram grande utilidade neste sentido,
demonstrando como os tipos de manejo do solo podem influenciar em seu estado enzimatico e
biologico.

Por ultimo espera-se que nossa pesquisa, possa ter contribuido no sentido de permitir
maior entendimento a respeito da influéncia do manejo nutricional na agricultura sobre o
comportamento enzimatico do solo, com praticas como adubacéo e calagem. Entretanto, como
visto no trabalho, inimeros fatores podem interferir sobre a atividade das enzimas no solo como
textura, condicGes climaticas, temperatura, umidade, disponibilidade de nutrientes, M.O, etc.
Em vista disso percebeu-se que diante da metodologia proposta ndo se p6de abranger uma maior
variedade destes fatores, ja que nesse trabalho pela limitacdo de tempo, espago e recursos ndo
foram possiveis de serem feitos. Assim, estudos posteriores podem ser realizados de forma mais

aplicada e aprofundada investigando uma maior variacao destes fatores e de manejos agricolas.
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