UNIVERSIDADE BRASIL
PROGRAMA DE MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS
CAMPUS DE FERNANDOPOLIS - SP

LUCIANO RICARDO DE OLIVEIRA

USO DE eDNA PARA BIOANALISE DA QUALIDADE DO SOLO E
GESTAO DE ECOSSISTEMAS CANAVIEIROS PAULISTAS

USE OF eDNA FOR SOIL QUALITY BIOANALYSIS AND
MANAGEMENT OF PAULISTA SUGARCANE ECOSYSTEMS

Fernanddpolis — SP
2024



4 UNIVERSIDADE
@ BRASIL

PROGRAMA DE MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

LUCIANO RICARDO DE OLIVEIRA

USO DE eDNA PARA BIOANALISE DA QUALIDADE DO SOLO E
GESTAO DE ECOSSISTEMAS CANAVIEIROS PAULISTAS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de PO4s-Graduacdo em Ciéncias
Ambientais da Universidade Brasil, como
parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais.

Prof. Dr. Acacio Aparecido Navarrete
Orientador

Prof. Dr. Luiz Sergio Vanzela
Co-orientador

Profa. Dra. Gisele Herbst Vazquez
Co-orientadora

UB) UNIVERSIDADE
www.universidadebrasil.edu.br BRASIL




Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da Universidade Brasil,
com os dados fornecidos pelo (a) autor (a).

Oliveira, Luciano Ricardo de.

048e Uso de eDNA para bioandlise da qualidade do solo e gestdo de
ecossistemas canavieiros paulista. Luciano Ricardo de Oliveira
— Fernanddpolis SP: Universidade Brasil, 2024.

50f.; 29,5cm.

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Gradua-
¢éo em Ciéncias Ambientais da Universidade Brasil, como parte dos re-

quisitos necessarios para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Am-
bientais.

Orientador: Prof. Dr. Acacio Aparecido Navarrete.

1. DNA ambiental 2. Genes microbianos 3. Desnitrificacédo 4. Enzimas
do solo gRCR. . Titulo.

CDD 571,630




UNIVERSIDADE
BRASIL

Termo de aprovagdo 1/1

TERMO DE APROVACAO

e

LUCIANO RICARDO DE OLIVEIRA

“USO DE eDNA PARA BIOANALISE DE QUALIDADE DO SOLO E GESTAO DE
ECOSSISTEMAS CANAVIEIROS PAULISTAS”

" Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtengdo do titulo de Mestre no Programa
de Pés-Graduagao em Ciéncias Ambientais da Universidade Brasil, pela seguinte banca
examinadora:

Cicc,a& C\F’ e (,XG \/‘I cx\}&)vut

Prof. Dr. Acacio Aparecido Navarrete — Presidente Orientador
(Universidade Brasil)

i

Prof2. Dra. Dora Inék Kozusny-Andreani
(Uny{ersidade Brasil)

e .

Prof2. Dra. Raffaela Rossetto
(IAC - Campinas)

Fernanddpolis/SP, 26 de julho de 2024
Presidente da Banca Prof. Dr. Acacio Aparecido Navarrete

www.ub.edu.br




UNIVERSIDADE
BRASIL

Termo de autorizagdo ///

Termo de Autorizagao

LA J

Para Publicacdo de Disserta¢des e Teses no Formato Eletrénico na Pagina WWW
do Respectivo Programa da Universidade Brasil e no Banco de Teses da CAPES

Na qualidade de titular(es) dos direitos de autor da publica¢do, e de acordo com a
Portaria CAPES no. 13, de 15 de fevereiro de 2006, autorizo(amos) a Universidade
Brasil a disponibilizar através do site http://www.universidadebrasil.edu.br, na pagina
do respectivo Programa de Pds-Graduagdo Stricto Sensu, bem como no Banco de
Dissertacdes e Teses da CAPES, através do site http://bancodeteses.capes.gov.br, a
versdo digital do texto integral da Dissertagdo/Tese abaixo citada, para fins de leitura,
impressdo e/ou download, a titulo de divulgacdo da producdo cientifica brasileira.

A utilizagdo do conteudo deste texto, exclusivamente para fins académicos e
'* cientificos, fica condicionada a citacdo da fonte.

Titulo do Trabalho: “USO DE eDNA PARA BIOANALISE DE QUALIDADE DO SOLO E
GESTAO DE ECOSSISTEMAS CANAVIEIROS PAULISTAS”

Autor(es):

Discente: Luciano Ricard ivira
Assinatura: - ‘

T e

.1 .

Orientador: Prof. Dr. Acacio Aparecido Navarrete

Assinatura:C ; 'cq_;c; (<,: o ;(‘\& \qm‘umuu:ﬁ

Data: 26/07/2024

www.ub.edu.br




DEDICATORIA

A Deus, por me dar forcas e sabedoria para superar os desafios ao longo desta
jornada.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Acacio Aparecido Navarrete, pela orientacdo, paciéncia
e apoio constante.

A minha querida esposa e aos meus filhos, pela compreensio, incentivo e amor
incondicional, que foram fundamentais para a concluséo desta dissertacao.

Aos meus pais, por terem sempre acreditado em mim e me incentivado a seguir 0s
meus sonhos.

A todos os amigos e colegas, em especial a Debora, Acacio e Livia que estiveram ao
meu lado, oferecendo apoio e encorajamento nos momentos mais dificeis.



AGRADECIMENTOS

Sou grato a Deus por me dar forca e perseverancga para concluir esta pesquisa.

Agradeco profundamente ao meu orientador, Prof. Dr. Acacio Aparecido
Navarrete, por sua orientacdo incansavel, apoio constante e valiosas contribuicdes ao
longo do desenvolvimento desta pesquisa de mestrado.

Gostaria de expressar minha gratiddo a Universidade Brasil, em nome do
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Ambientais, por proporcionar um ambiente
académico estimulante e recursos essenciais para a realizagao desta pesquisa.

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séao Paulo
(FAPESP) pela concessao da bolsa de estudo (Proc. 2022/04436-7), que foi
fundamental para a execucao desta pesquisa de mestrado.

Minha sincera gratiddo a minha esposa e aos meus filhos pelo incentivo
inabalavel e pelo apoio incondicional. Sem vocés, esta jornada nao teria sido possivel.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo desta

dissertagdo, meu muito obrigado.



RESUMO

A definicdo e monitoramento de variaveis da qualidade do solo sdo fundamentais para
a producéo priméria sustentavel de cana-de-agucar utilizada em processos industriais
de base biolégica. Este estudo buscou avaliar o uso de DNA ambiental (eDNA) para
biomonitorar a qualidade de solos canavieiros do Estado de Sao Paulo manejados
com vinhaca (V), torta de filtro (T) e adubacao mineral (AM). Amostras compostas de
solo foram coletadas seguindo o esquema amostral: 2 classes de solo (Latossolo e
Argissolo) x 2 texturas (argiloso e arenoso) x 3 sistemas de manejo (vinhaca, vinhacga
combinada com torta de filtro, e adubac¢do mineral) x 3 talhdes x 2 periodos sazonais
(chuvoso e seco). Com base na determinacdo da matéria organica (MO), carbono
organico (COS), macro e micronutrientes, as amostras de Latossolo e Argissolo
revelaram grupos claramente separados (R global = 0,554) em funcdo do manejo
agricola, e grupos com alguma sobreposi¢cdo em funcdo da textura do solo (R global
= 0,369). O numero de copias dos genes nirK, nirS e nosZ, quantificado pela técnica
de PCR quantitativo em Tempo Real (qQPCR) a partir do DNA gendmico isolado das
72 amostras de solo foi maior no periodo chuvoso em comparacdo com o periodo
seco (P>0,05). Nenhum dos genes avaliados revelou resposta consistente aos
diferentes manejos de solo da cana-de-acUcar, mostrando um padrdo de resposta
para cada classe e textura de solo. A atividade das enzimas [-glicosidase e
arilsulfatase foi compativel com o manejo agricola do solo de cana-de-agucar,
aumentando consistentemente na seguinte ordem: vinhaca < adubo mineral < vinhaca
+ torta de filtro, exceto Argissolo arenoso. Esse aumento foi mais acentuado no
Latossolo do que no Argissolo, onde a média de vinhaca + torta de filtro e adubo
mineral apresentou 1,8 (solo arenoso) e 3,9 (solo argiloso) vezes mais atividade do
que no solo manejado com vinhaca. Andlises estatisticas revelaram correlacdes
negativas (P<0,05) entre o nimero de cépias dos genes nirK e nosZ e a atividade das
enzimas [-glicosidase e arilsulfatase no solo em ambos os periodos sazonais
analisados. O numero de copias destes dois genes microbianos também foi
negativamente correlacionado com o teor de MO do solo no periodo chuvoso. Dessa
forma, as indicacfes de solo canavieiro saudavel baseadas em analises enzimaticas
e na MO foram reforcadas pela menor abundancia de genes associados com a
desnitrificacédo, permitindo, indiretamente, que a atividade das enzimas [(-glicosidase
e arilsulfatase revelasse, também, acerca do potencial de producdo de 6xido nitroso
nos solos canavieiros analisados. Os resultados desta pesquisa reforcam a
sensibilidade da bioanalise enzimatica de qualidade do solo e ampliam o potencial da
sua interpretacéo de qualidade ambiental em solos canavieiros paulistas.

Palavras-chave: DNA ambiental, Genes microbianos, Desnitrificacdo, Enzimas do
solo, gPCR



ABSTRACT

Defining and monitoring soil quality parameters are essential for the sustainable
production of sugarcane used in bio-based industrial processes. This study evaluated
the use of environmental DNA (eDNA) to biomonitor the quality of sugarcane soils in
Séao Paulo, Brazil, managed with vinasse (V), filter cake (C), and mineral fertilizer (MF).
Composite soil samples were collected using a systematic arrangement: 2 soil classes
(Ferralsol and Acrisol), 2 textures (clayey and sandy), 3 management systems
(vinasse, vinasse combined with filter cake, and mineral fertilization), 3 plots, and 2
seasonal periods (rainy and dry), totaling 72 samples. Analysis of organic matter (OM),
soil organic carbon (SOC), and macro- and micronutrients differentiated the Ferralsol
and Acrisol samples into distinct groups based on agricultural management (Global R
= 0.554) and showed some overlap based on soil texture (Global R = 0.369). The
guantity of nirK, nirS, and nosZ gene copies, determined by Real-Time Quantitative
PCR (gPCR) from genomic DNA isolated from the 72 samples, was higher in the rainy
season compared to the dry season (P>0.05). None of the genes evaluated revealed
a consistent response to different sugarcane soil managements, showing a response
pattern for each soil class and texture. The activity of B-glucosidase and arylsulfatase
enzymes was consistent with the agricultural management of the sugarcane soill,
consistently increasing in the following order: vinasse < mineral fertilizer < vinasse +
filter cake, except for sandy Acrisol. This increase was more pronounced in Ferralsol
than in Acrisol, where the average for vinasse + filter cake and mineral fertilizer
presented 1.8 (sandy soil) and 3.9 (clayey soil) times more activity than in the soil
managed with vinasse. Statistical analyses revealed negative correlations (P<0.05)
between the number of copies of the nirK and nosZ genes and the activity of the -
glucosidase and arylsulfatase enzymes in the soil in both seasonal periods analyzed.
The number of copies of these two microbial genes was also negatively correlated with
the soil OM content in the rainy season. Thus, the indications of healthy sugarcane soil
based on enzymatic analyses and OM were reinforced by the lower abundance of
genes associated with denitrification, indirectly allowing the activity of the pB-
glucosidase and arylsulfatase enzymes to also reveal the potential for nitrous oxide
production in the sugarcane soils analyzed. The results of this research reinforce the
sensitivity of enzymatic bioanalysis for soil quality and expand the potential for its
interpretation of environmental quality in sugarcane soils in S&o Paulo.

Keywords: Environmental DNA, Microbial genes, Denitrification, Soil enzymes, gPCR



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Esse estudo teve como objetivo avaliar o uso de DNA ambiental (eDNA) para
biomonitorar a qualidade de solos canavieiros do Estado de S&o Paulo manejados
com residuos da producéo de etanol e acglcar (vinhaca e torta de filtro) e adubacéo
mineral. O trabalho utilizou diferentes técnicas analiticas (analises quimicas,
enzimaticas e moleculares do solo e estatistica) e mostrou que as indicacdes
enziméticas de solo canavieiro saudavel sdo reforcadas pela menor abundancia de
genes microbianos associados com o processo de desnitrificacdo, permitindo,
indiretamente, inferir sobre o potencial de producéo de 6xido nitroso (gas causador de
efeito estufa) a partir dos solos canavieiros analisados. Os resultados desta pesquisa
reforcam a sensibilidade da bioandlise enzimética de qualidade do solo e ampliam o
potencial da sua interpretacédo de qualidade ambiental em solos canavieiros paulistas.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acguUcar (Saccharum spp.) é cultivada em quase todas as regides
agricolas brasileiras. No primeiro corte, que corresponde a chamada cana-planta, a
produtividade média é de 82,4 t ha-!, e apés o primeiro corte, correspondente a
chamada cana-soca (80% das areas canavieiras no Brasil), a produtividade média é
de 68,7 t ha-! (UNICA, 2019). A regido Sudeste é a maior produtora com 61,3%
(5.114,7 mil hectares), com grande concentracdo da producéo no Estado de Séo
Paulo (Conab, 2023). O setor sucroalcooleiro é parte importante do agronegdécio
brasileiro, além de ser referéncia internacional, respondendo pela principal destinagédo
da cultura de cana-de-agucar no Brasil.

Rendimentos elevados na producéo de acucar e alcool foram alcangcados com
a disponibilizacdo de variedades de cana-de-acUcar resistentes as pragas e
adaptadas as condi¢Bes edafoclimaticas regionais, em combinacdo com medidas
agrondmicas que incluem altas taxas de aplicacdo de fertilizante nitrogenado
(CANTARELLA et al., 2007), micronutrientes (MELLIS et al., 2016), adubacao
complementar com rochagem (BRITO et al., 2019), manutenc¢ao dos restos da cultura
canavieira na superficie do solo (FURLANI NETO, 1994) e utilizagdo dos residuos da
prépria industria, tais como a vinhaca e a torta de filtro (ORLANDO FILHO et al., 19883;
ROSSETTO, 1987).

A vinhaca € um subproduto da industria sucroalcooleira obtido em grandes
quantidades e é composta por 4gua, matéria organica e elementos minerais
(HIDALGO, 2009). Desde a década de 1960, a vinhaca tem sido utilizada como
fertilizante liquido nas lavouras de cana-de-acucar do Brasil para reduzir o uso de
fertilizantes minerais e resolver o problema ecoldgico de seu descarte no meio
ambiente (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). A vinhaca é capaz de fornecer todo o
potassio (K) e parte do nitrogénio (N) necessarios para a cultura canavieira, sendo
pobre em fosforo (P). De acordo com a norma técnica CETESB P4.231 de 2005, que
define os critérios e procedimentos para aplicagdo de vinhagca em solo agricola, a
dosagem de aplicacdo de vinhaca para fins de fertilidade do solo deve atentar-se a
concentracdo maxima de potassio, ndo podendo exceder 5% da Capacidade de Troca
Catibnica (CTC).

Por sua vez, a torta de filtro € um composto organico, rico em P, e com
expressivas quantidades de ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e cobre (Cu)

(CERRI et al., 1988), derivado do processo de destilagdo/fermentacao e da filtracdo a
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vacuo do lodo retido nos clarificadores. A torta de filtro é aplicada a 10-30 t ha* no
sulco de plantio e 80-100 t ha! na area total, em pré-plantio, substituindo parcial ou
totalmente o fertilizante fosfatado, dependendo da dose de P>Os recomendada.
Apesar da contribuicdo de tais medidas agronémicas para os rendimentos
elevados na producédo de acucar e alcool no Brasil, e da regulamentacéo do uso da
vinhaca no Estado de S&o Paulo pela Norma Técnica P 4.231, da Companhia
Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB, 2006), ha uma preocupacao de que a
aplicacao de vinhaca e torta de filtro em solos ao longo de diferentes ciclos da cultura
canavieira possa alterar o estado de qualidade do solo, principalmente devido ao
acumulo de K e metais pesados no solo e, consequentemente, declinar a
produtividade de cana-de-agUcar e a sustentabilidade de agroecossistemas paulistas.
Adicionalmente, sabe-se que o0 uso de fertilizantes minerais juntamente com
compostos organicos potencializa as emissfes de 6xido nitroso (SOUZA NETO,
2012), um importante gas causador de efeito estufa.
Entende-se por qualidade do solo, a capacidade de um solo, dentro dos limites

de seu ecossistema natural ou manejado, de sustentar a produtividade de plantas e
animais, manter ou melhorar a qualidade da agua e do ar, garantindo a saude e
permitindo a habitagdo humana (DORAN e PARKIN, 1994). Nesse sentido, a
finalidade de avaliacdo da qualidade do solo é fornecer informacgédo necessaria para
proteger e melhorar a longo prazo a produtividade agricola, a qualidade da agua e os
habitats de todos os organismos, incluindo as pessoas (KARLEN et al., 1997).

Embora haja consenso entre pesquisadores e agricultores de que a manutencao
ou melhoria da qualidade do solo € um elemento-chave para a sustentabilidade dos
sistemas agricolas, a avaliacdo dessa qualidade ndo é uma tarefa facil. A
multiplicidade de fatores quimicos, fisicos e biolégicos que controlam o0s processos
biogeoquimicos e suas variagbes em funcdo do tempo e espacgo, aliados a
complexidade do solo, estédo entre os fatores que dificultam a capacidade de acessar
a sua qualidade e identificar parametros-chave que possam servir como indicadores
do seu funcionamento. Por essa razdo, um conjunto minimo de indicadores que
englobam atributos fisicos, quimicos e biolégicos deve ser utilizado nas andlises de
qualidade do solo (DORAN e PARKIN, 1994), uma vez que nenhum indicador
individualmente ird descrever e quantificar todos os aspectos da qualidade do solo.

No entanto, até 0 momento, a avaliagcdo da qualidade do solo vem sendo feita
principalmente com base em atributos quimicos e fisicos, uma vez que a por¢ao

biologica do solo costuma ser mais dificil de quantificar. Entretanto, quando se trata
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da avaliacdo da qualidade e da sustentabilidade de solos agricolas, é fundamental
gue esta seja feita também, e principalmente, com base em indicadores bioldgicos, os
quais sdo sensiveis para detectar alteraces na qualidade do solo mais precocemente
gue os indicadores quimicos e fisicos (SILVEIRA e FREITAS, 2007).

Os micro-organismos, juntamente com a fauna (micro, meso e macro) e as raizes
das plantas, constituem a fracdo viva da matéria organica do solo e podem ser
utilizados como indicadores biol6gicos ou bioindicadores, uma vez que estdo
intimamente relacionados ao funcionamento do solo, apresentando uma estreita inter-
relacdo com os componentes fisicos e quimicos. Os micro-organismos do solo, por
exemplo, sdo responsaveis por servicos ambientais de importancia fundamental, tais
como os processos de formacdo do solo, decomposicdo de residuos organicos
(animais e vegetais), ciclagem de nutrientes e formacdo da matéria organica,
biorremediacdo de poluentes e agrotéxicos, entre outros. A participacdo dos micro-
organismos em todos esses processos justifica a inclusdo dos indicadores
microbioldgicos nos indices de qualidade do solo e a necessidade de estudos visando
selecionar quais desses indicadores microbioldgicos seriam 0s mais apropriados para
esse fim (MENDES et al., 2009).

Nesse sentido, vale ressaltar que métodos tradicionais envolvendo
principalmente a avaliagdo da biomassa microbiana do solo, com sua atividade
avaliada pela evolucéo de gas carbénico (COz2) ou por enzimas presentes no solo, tém
sido utilizados para avaliar os efeitos do manejo agricola do solo em suas
propriedades microbiolégicas (VANCE et al., 1987; ZIBILSKE, 1994; MENDES et al.,
2003, 2019). Porém, é importante destacar que a abundancia e atividade dos micro-
organismos sao muito suscetiveis as variacdes sazonais, principalmente temperatura
e umidade (ZILLI et al., 2003). Além disso, a biomassa microbiana fornece apenas
uma estimativa quantitativa dos micro-organismos, ndo considerando a composicao
ou funcdo das comunidades microbianas do solo. A combinacdo de métodos de
biologia molecular, que tem favorecido o conhecimento acerca da composi¢do das
comunidades microbianas e suas fun¢cdes no ambiente do solo, com os métodos
tradicionais utilizados para avaliacdo microbiolégica do solo, permite considerar
informacgdes quantitativas e qualitativas, taxondmicas e funcionais, acerca das
comunidades microbianas presentes no solo. Tal combinacdo pode caracterizar um
complemento aos métodos tradicionais para a avaliacdo da qualidade de solos
agricolas (NAVARRETE et al., 2015). Essa complementacéo é possivel gracas ao uso

de métodos de bioinformatica, desenvolvidos em parceria com a ciéncia da
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computacao, estatistica, matematica e engenharias, capazes de analisar, interpretar
e processar dados moleculares obtidos em larga escala, de modo a identificar grupos
microbianos e suas atuacfes nos processos bioldégicos que ocorrem no solo e
combinar informacgé&o da quimica, fisica e biologia do solo (NAVARRETE et al., 2021).

A combinacédo de informacdes acerca da microbiologia do solo, obtidas com o
uso de métodos moleculares, com atributos quimicos e fisicos do solo, mediante
utilizacdo de bioinformatica, tem revelado que mudancas nas comunidades
microbianas do solo estdo frequentemente correlacionadas com diferentes fatores
fisicos e quimicos deste ambiente (FREY et al., 2004; NILSSON et al., 2007; LAUBER
et al., 2008; JENKINS et al., 2009). Em patrticular, tem sido mostrado que grupos
microbianos taxondémicos e funcionais se correlacionam com o pH do solo e com
outros fatores quimicos como a razao calcio/magnésio (Ca/Mg) e teores de aluminio
(Al), P e Zn (FIERER e JACKSON, 2006; HARTMAN et al., 2008; LAUBER et al., 2009;
FAORO et al., 2010; NAVARRETE et al., 2017), bem como com a textura do solo
(PEREIRA et al., 2013; CARBONETTO et al., 2014). Estas constatacfes foram feitas
para a composicdo total de comunidades bacterianas, fungicas e de Archaea
presentes no solo e para a composi¢cao de grupos microbianos individuais a partir da
andlise de genes marcadores taxondmicos e funcionais (NICOL et al., 2008; DAVIS et
al., 2009; BAKER et al., 2009; KURAMAE et al., 2011; NAVARRETE et al., 2013;
2017).

Técnicas moleculares como o PCR real time (do inglés, Real Time - Polymerase
Chain Reaction), também denominada de PCR quantitativo em tempo real (QPCR),
sdo altamente sensiveis, precisas, seguras, rapidas e capazes de quantificar o
namero de cépias de genes-alvo no DNA total de amostras ambientais (WHITCOMBE
et al., 1999). Wittwer et al. (2001) propuseram metodologia baseada na técnica de
gPCR capaz de reunir alguns pares de iniciadores a0 mesmo tempo e, assim,
quantificar alguns pares de genes simultaneamente. Essa nova metodologia deu
nome a técnica de PCR real-time multiplex (QPCR multiplex), a qual tem sido bastante
utiizada em bioensaios de microbiologia clinica para a deteccdo de genes
taxondmicos e funcionais capazes de diagnosticar doengas em humanos e animais
(VIDIC et al., 2017; TOMBULOGLU et al., 2021).

Diante de tais consideracdes, o presente estudo focou em genes funcionais
microbianos associados com o processo de desnitrificacdo, os quais foram reportados
na literatura com sensibilidade as variacées nas caracteristicas do solo canavieiro com

0 manejo agricola feito a partir da aplicacdo de fertilizantes minerais e organicos.
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Assim, este estudo buscou-se confirmar a capacidade de tais genes indicar o estado
especifico de solos canavieiros manejados com vinhaca e torta de filtro, em plantios
comerciais na regido Noroeste Paulista, utilizando a técnica de qPCR. Para tanto, o
namero de copias dos genes selecionados foi interpretado para as diferentes classes
e texturas de solos paulistas sob sistemas de manejo canavieiro de forma comparada
aos resultados da bioanalise desses solos com as enzimas [-glicosidase e
arilsulfatase, segundo metodologia BioAS, e com os teores de matéria organica do

solo, um importante indicador de qualidade do solo.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Melhorar a performance agroambiental de canaviais paulistas por meio da

avaliacdo da qualidade do solo com base na correlagdo da abundancia de genes

funcionais microbianos, com a matéria organica e fatores minerais do solo e a

atividade das enzimas (-glicosidase e arilsulfatase.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se solos canavieiros classificados como Latossolo e Argissolo, com
textura arenosa e argilosa, diferem quanto aos fatores quimicos em fungéo
do manejo agricola (aplicacdo de vinhaca, torta de filtro e adubagéo

mineral).

Quantificar o numero de copias dos genes nirK, nirS e nosZ a partir de
amostras de Latossolo e Argissolo arenoso e argiloso coletadas sob cultivo
de cana-de-agUcar manejado com vinhacga, torta de filtro e adubagé&o
mineral em periodo seco e umido no Estado de Sao Paulo, Brasil;

Correlacionar o numero de cépias dos genes nirK, nirS e nosZ, o teor de
matéria organica e carbono organico no solo e a atividade das enzimas (-
glicosidase e arilsulfatase determinada a partir de amostras de Latossolo e
Argissolo arenoso e argiloso coletadas sob cultivo de cana-de-agucar

manejado com vinhaga, torta de filtro e adubacg&o mineral.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A avaliacdo da qualidade de solos agricolas com o uso de diferentes
metodologias é capaz de oferecer insights fundamentais para a compreensao de
variaveis Uteis para monitorar a saude e produtividade do solo. Ao compreender e
monitorar essas variaveis, € possivel aprimorar estratégias de manejo e conservacao
do solo, garantindo sua capacidade continua de sustentar ecossistemas agricolas

saudaveis e produtivos.

3.1 USO DE SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA NA CULTURA
DA CANA-DE-ACUCAR

Conforme mencionado por Santiago (2022), no contexto da cana-de-acucar, a
aplicacao de vinhaca e torta de filtro, que sdo subprodutos significativos da industria
canavieira, desempenha um papel crucial ao fornecer contribuicées relevantes de
matéria organica, potassio e fésforo, respectivamente.

Os subprodutos provenientes das usinas de acucar e etanol, como a torta de
filtro e a vinhaca, sédo valiosas fontes de fertilizantes organicos. Além disso, a
adubacdo organica apresenta outros aspectos altamente benéficos, aproveitando
residuos cuja disposicao inadequada poderia resultar em impactos ambientais. Outra
vantagem notavel desse método de adubacdo é sua durabilidade. O processo de
absorcao dos nutrientes organicos engloba etapas de decomposicéo e mineralizacao.

A torta de filtro surge como resultado da filtragéo do lodo gerado durante a fase
de clarificacdo do caldo de cana. Sua composi¢ao quimica é variavel, caracterizando-
se por elevados teores de matéria organica e umidade, conferindo-lhe a qualidade de
um residuo com potencial para ser empregado como fertilizante no solo. Além disso,
h& a possibilidade de sua utilizagdo na alimentacdo animal, conforme destacado por
Rossetto (2004) e Rosset, Rampim, Schiavo (2015).

A vinhaca € o subproduto resultante da destilacéo do caldo de cana fermentado
em destilarias ou do melaco fermentado para a producédo de alcool, em destilarias
associadas as usinas de acucar. De acordo com Belhadj (2013), a composi¢do da
vinhaca consiste em uma mistura de agua, compostos organicos e inorganicos, com
uma estrutura basica composta por 93% de fase aquosa e 7% de solidos em
suspensao (organicos e minerais) (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). A vinhaca

apresenta um elevado teor de potassio e nitrogénio, além de conter célcio, magnésio,
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fésforo e enxofre em concentracbes menores (SEIXAS et al., 2016). Devido a
presenca de minerais e matéria organica, esse subproduto da producédo de etanol é
empregado como fertilizante agricola (SILVESTRE, 2014).

Ao considerar a utilizacao de fontes de matéria organica, como a torta de filtro,
cama de frango ou torta de mamona, destaco a importancia de analisar seus
componentes nutricionais. Notavelmente, a vinhaga desponta como uma escolha
recomendavel devido ao seu significativo teor de potassio (K) disponivel. Em virtude
desse elevado teor, é viavel que todo o aporte de K necessario seja suprido pela
vinhaca, permitindo, assim, uma reducdo correspondente na recomendacdo de
adubacdo. Nesse contexto, € pertinente debitar 70% do nitrogénio (N) contido na
vinhaca da recomendacéo total de adubacéo.

No caso da torta de filtro, € preciso salientar sua riqueza em fosforo (P), embora
uma parte desse elemento apresente dificuldades de mineralizacdo. Diante disso,
propde-se descontar 60% do P contido na torta de filtro da dose de adubacéo,
juntamente com a deducéo de 30% do N proveniente da mesma fonte.

Essas consideracoes, embasadas em analises detalhadas, proporcionam um
direcionamento mais eficaz no manejo da adubacdo, maximizando os beneficios
nutricionais dessas fontes orgéanicas e otimizando a eficiéncia do processo agricola.

No método de colheita da cana crua, ocorre o corte e deposicao sobre a
superficie do solo de folhas secas, ponteiros e folhas verdes, formando uma camada
de cobertura morta. Este processo desencadeia modificagbes ambientais diversas no
solo, conferindo-lhe beneficios notaveis. A cobertura morta resultante desempenha
um papel crucial na protecdo do solo contra a erosdo, mantendo a umidade de
maneira eficaz. Além disso, contribui para 0 aumento da atividade microbiana,
promovendo processos biologicos benéficos ao ecossistema do solo. A presenca
dessa camada também propicia o enriquecimento em matéria organica, um fator que,
por sua vez, exerce impacto positivo sobre os atributos fisicos e quimicos do solo,
como observado em estudos anteriores (DALCHIAVON, 2012).

Os dados referentes a producdo de palhada, conforme apresentados por
Campos (2003), revelam que esta corresponde aproximadamente a 15% da producéo
total de matéria seca pela cultura da cana-de-acucar. Este valor varia na faixa de 13
a 20 toneladas por hectare ao ano. Macedo e Nogueira (2004) destacam que, para
cada tonelada de cana-de-acucar (considerando apenas os colmos) colhida, sdo
gerados 140 quilogramas de palha (matéria seca). Em relacdo as variedades

cultivadas no Estado de S&o Paulo, com produtividade média de cana atingindo 82,4
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toneladas por hectare, a producdo de palha, em termos de base seca, atinge
aproximadamente 14% do total (LAMONICA, 2005).

Estudos adicionais corroboram a influéncia da colheita da cana crua na
producéo de palha, estimando valores entre 10 e 20 toneladas por hectare de matéria
seca (VITTI et al., 2011; MATSUOKA et al., 2012; VALE, 2013). Esses resultados
evidenciam a relevancia da avaliagdo dessas variaveis na compreensao da dinamica
ambiental associada a cultura da cana-de-acucar, contribuindo para a formulacéo de
praticas agricolas mais sustentaveis.

A decomposicdo desse residuo cultural no solo esta sujeita a influéncia de
varidveis ambientais, como temperatura, umidade e aeragdo. Além disso, fatores
quimicos desempenham um papel crucial, sendo esses influenciados, principalmente,
pela qualidade dos residuos culturais. Aspectos como a relacédo C/N, teores de lignina,
celulose, hemicelulose e polifendis sdo especialmente relevantes nesse contexto
(KWONG et al., 1987; OLIVEIRA et al., 2020).

3.2 MANEJO AGRICOLA DE SOLOS CANAVIEIROS: IMPACTOS NAS FORMAS DE
VIDA PRESENTES NO SOLO

O solo é um ecossistema rico em vida. Dentre 0os organismos que habitam o
solo, encontram-se representantes dos dominios Archaea e Bacteria, além de fungos,
algas, virus, protozoérios e uma ampla diversidade de seres pertencentes a fauna do
solo, como colémbolos, acaros, nematoides, minhocas, formigas e insetos, que
passam parte ou toda a sua vida no subsolo. Os microrganismos constituem uma
parcela infima da massa do solo, ocupando menos de 1% do seu volume total. Apesar
disso, essa pequena fracdo abriga uma biodiversidade imensa, concentrada
principalmente na camada superficial do solo, situada a uma profundidade de 0 a 30
centimetros (NAVARRETE et al., 2022).

De acordo com Chaer e Tétola (2007), os parametros microbiolégicos do solo
desempenham um papel crucial na avaliacao inicial de potenciais efeitos adversos do
manejo sobre a qualidade do solo. Esse enfoque permite uma andlise precoce para
determinar se as praticas de manejo em curso contribuem para fortalecer ou
comprometer a sustentabilidade dos sistemas de producdo. Em consonancia com
diversas abordagens conceituais, a definicdo de qualidade do solo, conforme proposta

por Vezzani e Mielniczuc (2009), se baseia na integracao das propriedades biolégicas,
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fisicas e quimicas do solo, as quais possibilitam ao solo desempenhar suas funcdes
no contexto do sistema solo-planta-atmosfera.

O acompanhamento da qualidade do solo em relacéo as praticas de manejo da
cultura da cana-de-agucar emerge como um aspecto fundamental para promover o
desenvolvimento sustentavel do sistema de producédo nesse contexto agricola. Esse
monitoramento requer uma analise conjunta de fatores bioldgicos e quimicos do solo,
incluindo a microbiota do solo e as dindmicas de entrada e saida de carbono e
nitrogénio no solo. Esse enfoque integrado se revela essencial para compreender de
maneira abrangente os impactos das praticas de manejo na saude e na funcionalidade
do solo, orientando decisdes que visam otimizar a sustentabilidade e a eficiéncia do
sistema de producéo

Um desafio contemporaneo na agricultura consiste em incrementar a producao
agricola de maneira sustentavel, visando alimentar a populacéo global em constante
crescimento sem causar impactos adversos ao meio ambiente. O microbioma vegetal,
essencial para o desenvolvimento e a saude das plantas, pode desempenhar uma
funcao crucial na abordagem dessa questao (ZANCARINI et al., 2021).

As plantas podem ser colonizadas por diversas comunidades microbianas, as
quais estdo associadas a rizosfera, filosfera e, também, aos tecidos vegetais,
conhecidos como endosfera, formando o complexo microbioma vegetal. Este
microbioma desempenha um papel de extrema relevancia na manutencao da saude
das plantas no ambiente. Sua contribuicdo é notavel nos ciclos biogeoquimicos, na
disponibilidade de nutrientes, na resiliéncia ao estresse e, por fim, na nutricdo das
plantas, conforme discutido por Busby et al. (2017).

3.3 METODOS PARA IDENTIFICAR BIOINDICADORES DE MANEJO
SUSTENTAVEL PARA CULTURAS BIOENERGETICAS

Utilizando abordagens moleculares de fingerprinting da comunidade
microbiana, Wallis et al. (2010) identificaram distintas estruturas de comunidades
bacterianas em solos cultivados com cana-de-acUcar, especificamente entre areas
onde os residuos da cultura foram mantidos na superficie e solos sujeitos ao manejo
de colheita manual com queima. Rachid et al. (2012), por sua vez, aprofundaram essa
analise, investigando os efeitos dos métodos de colheita manual com queima e
colheita mecanizada sem queima nas comunidades bacterianas e fangicas presentes

no solo, bem como nos genes funcionais associados a essas comunidades.
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Os resultados revelaram que a comunidade fungica do solo demonstrou ser
mais sensivel as alteragcbes nos niveis de retencdo de residuos da cultura na
superficie do solo, sugerindo uma possivel influéncia desses residuos como substrato.
Rachid et al. (2012) também observaram que as mudancas na estrutura da
comunidade bacteriana oxidadora de aménia (gene amoA) estavam correlacionadas
com a razdo C/N no solo. No entanto, correlacbes n&o significativas foram
encontradas entre a estrutura da comunidade bacteriana desnitrificante (gene nirK) e
os fatores quimicos do solo.

Esses achados destacam a complexidade das interacdes entre a microbiota do
solo e as préticas agricolas, ressaltando a importancia de considerar ndo apenas as
comunidades microbianas, mas também os genes funcionais associados, ao avaliar o
impacto do manejo na saude e na funcionalidade do solo. Essa compreensao mais
aprofundada pode contribuir significativamente para a formulacdo de estratégias de
manejo mais refinadas e ecologicamente sustentaveis na cultura da cana-de-acgucar.

Dado que os microrganismos desempenham um papel crucial na mediacéo de
processos biogeoquimicos essenciais para o ciclo global de nutrientes e a
sustentabilidade dos ecossistemas, € de suma importancia pratica e cientifica
compreender os efeitos dos sistemas de cultivo bioenergético sobre essas
comunidades microbianas e suas fun¢des no solo (FALKOWSKI, 2008).

Investigagcbes moleculares, tais como impressdo digital genética,
metagenbmica, metaprotebmica, metatranscriptbmica e  proteogendmica,
desempenham um papel crucial na identificacdo e caracterizagcdo da ampla
diversidade e das fun¢bes dos microrganismos. Essas abordagens sé&o essenciais
para compreender as interacdes desses organismos com os fatores ambientais, sejam
eles bidticos ou abibéticos (MENDES et al., 2017).

Métodos tradicionais na microbiologia do solo, como a avaliacdo da atividade
enzimatica e biomassa microbiana, frequentemente utilizados para analisar a
gualidade do solo, tém sido empregados em conjunto com abordagens moleculares e
guimicas. Isso visa comparar as respostas de grupos microbianos taxonémicos e
funcionais especificos, servindo como potenciais bioindicadores de impacto das
praticas de manejo do solo em comunidades microbianas nos campos de producao
de cana-de-acucar (NAVARRETE et al., 2015).

Sob a perspectiva das interacdes solo-planta-microrganismos, observam-se
exemplos de recrutamento de caracteristicas microbianas benéficas na rizosfera
(SOARES et al., 2016; LI et al., 2016). Pesquisas conduzidas por Souza et al. (2016)
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mostraram que as comunidades microbianas, provenientes principalmente do solo
nativo ao redor das plantas de cana-de-acucar, colonizam os 6rgdos das plantas

seguindo padrdes distintos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREAS DE ESTUDO E AMOSTRAGEM DO SOLO

As éareas de estudo foram localizadas na regido Noroeste Paulista, e foram
identificadas junto a diferentes unidades sucroalcooleiras comerciais. Tal identificacao
foi feita com base em classificacdo pedoldgica realizada pelo Programa Cana do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) sob a conducao do pesquisador Hélio do
Prado da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Séo Paulo.

Segundo dados do IBGE-Producdo Agricola Municipal, 80% da area de
plantacbes agricolas da regido Noroeste Paulista € ocupada com cana-de-agucar
(cerca de 1.040.000 hectares em 2021), sendo esta regiao conhecida como ‘vale da
cana-de-acgucar’. Os solos da regiao Noroeste Paulista sdo em sua maioria menos
férteis em comparacdo com os solos de outras regides do Estado de Sdo Paulo,
apesar de manchas com diferentes classes e texturas de solo serem facilmente
encontradas nesta regido sob cultivo de cana-de-acucar. Assim, a regidao Noroeste
Paulista retne expressiva producdo canavieira e classes e texturas de solos que
podem ser encontradas em todo o Estado de Sao Paulo, sendo estes manejados,
dentre outros fertilizantes, com vinhaga, torta de filtro e adubac¢éo mineral.

Mapa com a localizacéo de talhdes pertencentes as unidades produtoras com
plantios comerciais de cana-de-agucar na regido Noroeste Paulista € apresentado
abaixo para mostrar as areas utilizadas para amostragem do solo no ambito deste
estudo (Figura 1).

Foram selecionadas duas unidades para conducao desta pesquisa, sendo uma
delas sediada em Santa Albertina, coordenadas latitude 20°2'31,21"S e longitude
50°40'42,91"0, e outra no municipio de Sebastiandpolis do Sul, latitude 20°35'8,05"S
e longitude 49°57'0,71"0, ambas no Estado de Sao Paulo.

Em cada uma das duas unidades produtoras comerciais de cana-de-aglcar
foram selecionadas seis areas de estudo (talhdes) correspondentes aos diferentes
cenarios delineados para essa pesquisa, definidos com base em classes e texturas

de solo e manejo agricola do solo canavieiro.
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Figura 1 — Localizacao de talhGes pertencentes a unidades produtoras com plantios
comerciais de cana-de-aclcar na regido Noroeste Paulista utilizados para

amostragem do solo no ambito desse projeto de pesquisa

Legenda

M Latossolo

W Argissolo

(ar) Arenoso

(ag) Argiloso

(AM) Adubagdo Mineral
(V) Vinhaca

(V+T) Vinhaga + Torta de filtro

02557510 km
L)

Fonte: Autoria propria.

Em cada um dos doze talhGes a amostragem do solo foi realizada sob a
orientacdo de um delineamento inteiramente casualizado, porém, respeitando a
metodologia para obter trés amostras na linha de plantio e seis amostras nas
entrelinhas em trés diferentes pontos amostrais em cada talhdo (Figura 2). Em
seguida, as amostras correspondentes a cada ponto amostral (uma amostra obtida na
linha de plantio e duas amostras obtidas nas entrelinhas) foram homogeneizadas por
rolagem em saco plastico, com o objetivo de alcancar maior acuracia na

representatividade e obtencdo de subamostras.
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Figura 2 — Esquema representativo da disposi¢cdo espacial dos pontos de coleta de
solo em cada talhdo comercial amostrado nesse estudo. O espacamento entre cada
ponto de coleta foi de aproximadamente 50 metros

¥ Lok W W

Fonte: Autoria propria.

A amostragem do solo foi feita inicialmente no periodo seco (agosto de 2022)
e se repetiu no periodo chuvoso (janeiro de 2023). A coleta de solo foi feita com
materiais previamente esterilizados, sendo o solo coletado com o auxilio de um tubo
de PVC com 50 mm de diametro e 25 cm de comprimento, o qual foi penetrado no
solo até a profundidade de 20 cm a partir da superficie com o auxilio de uma marreta

de borracha (Figura 3).

Figura 3 — Sequéncia fotogréafica das etapas envolvidas na coleta de amostras de solo
nos talhdes comerciais avaliados no ambito desse estudo. A - Tubo de PVC utilizado
para coleta de solo, marreta de borracha e recipiente para transporte do solo; B —
ponto de coleta; C - retirada de por¢cdo de solo para analise quimica; D - retirada de

porcao de solo para analises moleculares e enzimatica

9

: h , ""'C |

Fonte: Autoria propria.
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A coleta de amostra de solo foi destinada a analise molecular e seguiu as
recomendac¢des contidas na maioria dos protocolos de amostragem de solos agricolas
para andalise microbiana, as quais consideram a zona com maior presenca de raizes
para amostragem do solo. Amostras de solo para analise enzimatica foram coletadas
na camada de 0-10 cm a partir da superficie, conforme descrito no protocolo da
tecnologia BioAS (EMBRAPA, 2021), utilizando tubo de PVC com 50 mm de diametro
e 15 cm de comprimento.

Duas subamostras de solo foram obtidas a partir da amostra composta
contendo solo da camada 0-20 cm, tendo sido uma delas armazenada em saco
plastico para fins de analise quimica e outra amostra, com finalidade de analises
moleculares, armazenada em tubo tipo Falcon de 50 mL de volume, imediatamente
acondicionada em uma caixa térmica com gelo e transportada ao laboratério de
Ciéncias Agrarias da Universidade Brasil, Campus de Fernanddpolis. No total, foram
obtidas 72 subamostras de solo para analises quimicas e 72 subamostras de solo
para analises moleculares e enziméatica (2 classes de solo (Latossolo e Argissolo) x 2
texturas (argiloso e arenoso) x 3 sistemas de manejo (vinhaca, vinhaca combinada
com torta de filtro, e adubacdo mineral) x 3 talhfes x 2 periodos sazonais (chuvoso e
seco)). Estas ultimas foram mantidas a -20 °C até serem processadas. As amostras
destinadas a analise enzimatica do solo foram mantidas a temperatura ambiente até

a realizacéo das analises.

Figura 4 — Amostras de solo para fins de analises moleculares (A) e quimicas (B)

Fonte: Autoria propria.

As amostras de solo para fins de andlises fisicas e quimicas foram enviadas
para o Laboratério de Analise de Solo do Instituto Agronédmico de Campinas (IAC),
localizado no municipio de Campinas-SP. As amostras destinadas a extracao do DNA

gendmico do solo foram processadas no Laboratério Multiusuario Centralizado para



30

Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de Expressdo Génica (LMSeq)
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal. Por sua vez, as
amostras de solo para andlise enzimatica foram encaminhadas para a EMBRAPA.-

Cerrados em Planaltina-DF.

4.2 ANALISES QUIMICAS DO SOLO

Em cada uma das 72 subamostras de solo da camada 0-20 cm, o pH foi medido
em uma suspensdo solo: agua 1: 2,5. Aluminio (Al), calcio (Ca) e magnésio (Mg)
trocaveis foram extraidos com KCI 1 M. Caélcio e Mg foram determinados por
espectrometria de absorcao atémica e Al por titulacdo acido-base. O fosforo (P) e o
potassio (K) foram extraidos por resina de troca i6nica. A acidez potencial (H + Al) foi
estimada por uma equacéao baseada no pH determinado em solu¢édo tampéao SMP (pH
SMP). Os micronutrientes disponiveis (ferro - Fe, manganés - Mn, zinco - Zn e cobre
- Cu) foram extraidos por Mehlich 1 e determinados por espectrofotometria de
absorcdo atdmica. O boro (B) foi extraido com agua quente e determinado por
espectrofotometria com azometina-H a 420 nm. Alguns dos resultados permitiram o
calculo de outros parametros como bases trocaveis (SB), a soma de Ca, Mg e K;
capacidade de troca cationica (CTC), a soma de Ca, Mg, K, Al e H; saturacdo por
bases (V%), relacdo percentual entre SB e CTC; e saturacédo de Al (m%), a relacéo
percentual entre Al trocavel e CTC (Raij et al, 1997). A matéria organica do solo (MO)
foi determinada utilizando o método Walkley-Black (Nelson e Sommers, 1996) e
calculado de acordo com Jackson (1958). O teor de carbono orgénico do solo foi
calculado dividindo o teor de MO pelo fator 1,72 (obtido pela divisdo 100/58).

4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO DO SOLO

O DNA gendmico de cada uma das 72 subamostras de solo destinadas a
analises moleculares foi extraido utilizando o Kit DNeasy PowerSoil Pro® (Qiagen,
Carlsbad, CA, EUA) seguindo as orientacbes do fabricante. A concentracdo e
qualidade do DNA foram determinadas em espectrofotbmetro tipo NanoDrop
(NanoDrop® ND-1000 UV/vis-spectrophotometer, Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Germany) seguido por eletroforese em gel de agarose em tampao TBE 1x
(10,78 g L1 de Tris; 0,58 g L't de EDTA; e 5,50 g L de acido bérico) submetidos a 90
Volts por 1 h. O DNA extraido foi armazenado a -20 °C até ser utilizado.
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4.4 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (qPCR)

O numero de copias dos genes nirK, nirS e nosZ foi determinado a partir das
72 diferentes amostras de DNA gendmico do solo utilizando a técnica de PCR
guantitativo em tempo real (QPCR). Para tanto, curvas padrdes foram construidas
utilizando 5 diluicGes em série (variando de 102 a 10’ cépias) de DNA plasmidial
contendo os genes de interesse provenientes de cepas obtidas da colecdo alema
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) — Sinorhizobium
meliloti (DSM 30135) (nirK), Pseudomonas fluorescens (DSM 50090) (nirS) e
Bradyrhizobium japonicum (DSM 1755) (nosZ ). As reagOes foram feitas no
equipamento QuantStudioTM 3 Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). As reagdes de qPCR foram preparadas em volume de 10 uL
contendo 5 pL do Kit SybrGreen Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA,
EUA), 3,35 uM de cada primer (Tabela 1) para os genes nirK e nirS, e 4,70 uM para o
gene nosZ, 0,5 uL de BSA a 0,6% e 1 uL da amostra de DNA genémico do solo.

As condicdes utilizadas para amplificacdo do gene nirK foram: 95 °C por 10
minutos, 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por 40 segundos (40
ciclos), seguido de melting curve a 95 °C por 15 segundos, 58 °C por 1 minuto, e 95
°C por 1 segundo. Para o gene nirS as condi¢cdes de amplificacdo foram: 94 °C por 2
minutos, 95 °C por 15 segundos, 57 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto (50 ciclos),
seguido de melting curve a 95 °C por 15 segundos, 58 °C por 1 minuto, e 95 °C por
15 segundos. Por fim, o gene nosZ foi amplificado utilizando as seguintes condicdes:
95 °C por 10 minutos, 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 30
segundos (45 ciclos), seguido de melting curve a 95 °C por 15 segundos, 58 °C por 1
minuto, e 95 °C por 15 segundos. A fluorescéncia foi captada ao final da etapa de
extensdo em cada ciclo de amplificacdo. Uma analise da curva de dissociacao
(melting curve) do produto da amplificacao foi feita para confirmar se a origem dos
sinais de fluorescéncia foi de amplicons especificos ou de primer dimers e/ou outros
artefatos. Analises automatizadas da qualidade (p.e. subtragdo do ruido de fundo da
fase patamar e configuragao do ciclo limiar — Ct — na fase de amplificacdo linear) e
qguantidade da amplificagdo foram feitas com o QuantStudio® Design and Analysis
Software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
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Tabela 1 — Informac@es sobre os primers que foram utilizados para quantificacdo do
namero de copias de genes funcionais microbianos relacionados com o processo de

desnitrificagcéo

Genes Funcgdes Sequéncia dos primers Referéncias
. Reducdo de nitrito a nirk876 (ATYGGCGGVAYGGCGA) Henry, et al, (2004)
nirk oxido nitrico ou

nirk 1040 (GCCTCGATCAG(A/G)TT(A/G)TGG) Braker, et al. (1998)
nirS cd3f (GTNAAYGTNAARGARACNGG)

amonia

Reducéo de nitrito a Throback, et al.

nirS 6xido nitrico nirSR3cd (2004)
(GA(CIG)TTCGG(A/G)TG(C/G)GTCTTGA)
Reducgéo de 6xido
I o 8 gae N0SZ2F (CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT) o1 oooey

0s0ag nosZ2R (CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA)
nltrogenlo

Fonte: Autoria propria.

O numero de copias de cada gene alvo foi calculado por grama de solo

utilizando a equacgéo |.

NC/g solo=QC x 4 x 100

Onde,

NC/g solo = Numero de copias do gene alvo por grama de solo

QC = Quantidade de copias obtida na analise de gPCR

Sendo NC/g solo igual a multiplicacéo de QC por 4, uma vez que foram utilizados 0,25
g de solo para extracdo do DNA gendmico, seguida da multiplicagédo desse valor por
100, equivalente ao volume final em microlitros da suspenséo de DNA ao término do

processo de extracio.

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS DO SOLO

A atividade das enzimas [-glicosidase e arilsulfatase foi determinada em
duplicata nas 72 amostras de solo, incluindo um controle, conforme descrito em
Tabatabai (1994). As amostras de solo foram preparadas de acordo com o conceito
de amostra de solo FERTBIO, descrito em Mendes et al. (2019). Todas as amostras
de solo foram secas ao ar, em temperatura ambiente, por duas semanas, passadas
por peneira de 2 mm e armazenadas em temperatura ambiente até a realizacdo das

anéalises.
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4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram aplicados aos conjuntos
de dados obtidos com a analise quimica do solo, atividade enziméatica do solo e
guantificacdo dos genes nirK, nirS e nosZ, considerando o nivel de significancia de
0,05. Para tanto, foi utilizado o programa R versdo 4.4.0 (R Core Team, 2018),
software livre para computacao estatistica.

Os coeficientes de correlacdo de Spearman foram calculados para gerar um
grafico de correlacdo de mapa de calor (heatmap) para ilustrar o grau de conexao
desses conjuntos de dados: i. a matéria organica do solo, ii. a atividade das enzimas
B-glicosidase e arilsulfatase, e iii. 0 nUmero absoluto de copias dos genes nirK, nirS e
nosZ no solo. Esta analise foi realizada no ambiente R v.4.4.0 com o pacote “corrplot”
(Pollard et al., 2005). Analise estatistica de correlacdo do nimero de copias dos genes
funcionais microbianos e a atividade enzimética do solo também foi feita usando o
programa R versao 4.4.0 e os pacotes “vegan” 2.5-7 (OKSANEN et al., 2022), “ggpubr”
0.4.0 (KASSAMBARA, 2020) e “ggplot2” 3.3.5 (WICKHAM e CHANG, 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DOS FATORES QUIMICOS DO SOLO

Os resultados das andlises quimicas do solo foram apresentados nas Tabelas
2 e 3. Os valores obtidos para os fatores quimicos do solo apresentaram diferenca
estatistica (P<0,05) ao comparar as texturas arenosa e argilosa, bem como o0s
manejos agricolas (aplicacdo de vinhaca, adubac&o mineral e aplicacdo de vinhaca e
torta de filtro) dentro de uma mesma classe de solo.

De acordo com os dados descritos na Tabela 2, o Latossolo arenoso com
aplicacéo de vinhaga teve um aumento significativo de P, Ca e Mg. Por sua vez, 0s
teores de K e Fe foram maiores nessa classe e textura de solo com a aplicacédo de
torta de filtro. A adubacdo mineral cooperou com o aumento do H + Al e Mn. Quanto
ao Argissolo, a aplicacao de vinhaga aumentou os valores de P, enquanto nesse solo
a adubacao mineral aumentou os teores de matéria organica (M.O.), H + Al, Cu, Mn e
Fe.

De acordo com a Tabela 3, no Latossolo arenoso, o tratamento com vinhaca
apresentou elevadas concentragdes de Ca e Mg. Por sua vez, a adubacdo mineral
aumentou os teores de Mn nesse solo.

Em se tratando de Latossolo, de acordo com as informacdes das Tabelas 2 e
3, notou-se que em textura arenosa, 0 manejo com vinhaga aumentou a concentragao
de macro e micronutrientes. Este fato pode estar relacionado com a capacidade da
vinhaca em alterar a acidez ativa do solo, o que acelera a dissolucao desses minerais
(LOPES et al., 2013). Além disso sabe-se que a vinhaca € constituida principalmente
por matéria organica sob forma de &cidos organicos e cations como o K, Mg e Ca
(SEIXAS et al., 2016), o que pode justificar o incremento desses nutrientes neste
manejo.

No periodo chuvoso, o manejo teve maior influéncia nos fatores quimicos do
Latossolo de textura arenosa, enquanto no periodo seco essa influéncia foi maior em
Argissolo de textura arenosa.

Com relacdo ao Argissolo, a Tabela 2 demonstra que na textura arenosa
apenas 0 manejo com vinhaca apresentou diferenca estatistica ha concentracao de
Fe no periodo chuvoso. No periodo seco ndo houve diferenca estatistica nesse tipo
de solo. Para a textura argilosa, o periodo chuvoso destacou o manejo com vinhaca e

torta de filtro, o qual cooperou com o aumento significativo nos teores de P, Ca, Mg,
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Cu e Zn. No periodo seco, os manejos com vinhaca e vinhaca combinada com torta
de filtro ndo apresentaram diferenca estatistica entre si quanto aos fatores quimicos
do solo, mas apresentaram maior efetividade na concentragéo de P, Ca, Mg e Zn
guando comparados ao manejo com aplicacao de adubo mineral.

A fertirrigacdo com vinhaca em Argissolo propicia maior mineralizacdo devido
a grande concentracdo de nutrientes e matéria organica desse residuo (DOELSCH et
al., 2009). Por sua vez, a torta de filtro possui capacidade de aumentar os teores de
macro e micronutrientes do solo (ALMEIDA JUNIOR et al., 2011). Quando associados
(vinhaca e torta de filtro) a tendéncia do solo € apresentar maior concentracdo e menor
deterioracdo de seus atributos quimicos (VASCONCELOS et al., 2010).

As analises estatisticas revelaram maior diferenca para os fatores quimicos em
Latossolo dentro da mesma textura e manejo em comparacdo com Argissolo nas
mesmas condi¢cdes no periodo seco. Os periodos seco e chuvoso apresentaram
diferenca quanto aos fatores quimicos do solo, tendo o periodo seco revelado valores
de média inferiores quando comparado com o periodo umido.

Tomados em conjunto, esses resultados permitem aceitar a hipétese que os
solos canavieiros classificados como Latossolo e Argissolo, com textura argilosa e
arenosa diferem em relagdo ao manejo adotado sendo estes, aplicacdo de vinhaca,
adubacdo mineral e vinhaca + torta de filtro, com variacdo em funcdo de fatores

guimicos do solo.



Tabela 2 — Fatores quimicos do solo coletado no periodo chuvoso na camada de 0-20 cm nas areas de estudo sob Latossolo e

Argissolo arenoso e argiloso
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Variavel Latossolo Argissolo
Arenoso Argiloso Arenoso Argiloso
\ V4T AM V V4T AM V V4T AM V V4T AM

CcosS 7,6"a0a+1,08 8,5agat1,2 6,8abat2,2 8,7aab+1,0 8,9aab+1,3 14,7aga+1,5 5,6agqat1,5 4,5bbatl,2 5,0aga +0,3 5,2baa*0,6 8,5a0at3,8 6,0baa+0,9
MO 13,0a0a+1,7 14,7a0a+2,1 11,7aba+3,8 15,0aab+1,7 15,4aab+2,3 25,4a0a+2,1 9,7a0a+2,5 7,7bbat2,1 8,7aada+0,6 9,0baat1,0 14,7a0a+6,5 10,4baat1,5
pH 6,5a0a10,2 6,3a0a+0,2 5,4bab+0,2 6,5a0a+0,1 5,8bbb+0,3 5,2bab+0,2 5,8baa+0,8 6,3aba*0,2 6,2a0a+0,1 6,3aab+0,2 7,2a0a%0,2 6,0aab+0,3
P 167,3a0a+48,2  110,7agat15,8 24,3agb+11,7 60,0abatl50 16,0bbab+4,2  250aab+3,3 46,0bgat3,5  21,7bbat7,5 37,0acat6,0 37,3a0b+29,0  143,3a0a+65,0  27,0aab+19,0
K 2,6 abb+0,2 5,5agat1,5 1,3abb+0,8 6,9agat1,1 6,8a0a+0,5 4,6aab+1,6 3,1a0a+0,2 2,4baat0,7 2,1a0a0,1 3,2baaz0,1 3,3baat0,4 2,1baa+0,8
Ca 195,3a0a+70,0 42,7aabt4,2 17,7bbc+3,2 45,3abat2,1 36,0baat7,0 52,7a0at7,5  28,0bcab+11,5 18,3bbb+55 39,3acat5,1  25,7bab5,5 159,3a0a+91,5 30,7bab+8,1
Mg 55,3a0a+15,6 20,7aab+2,5 7,3bbet1,5 22,3abatl,2  17,3bga+2,5  18,7acat3,3  10,7bcab+3,2  10,0bbb+3,0 17,3acat4,2  12,7bab+2,5 48,7aga+34,1 12,0bab+2,6
Hal 8,3bbb+0,6 11,7abat1,2 14,7abat2,5 11,7aac+0,6 19,3aab+t1,5 31,0a0at5,4 12,3a0a+4,0 9,3a0a+0,6 9,3baax0,6 10,0a0a+1,0 7,0bbb+1,7 10,7baat1,2
SB 253,3a0a162,2 68,8aab+6,2 26,3bbct3,9 74,5abat2,1 60,1baa+9,9 75,9a0a+9,5  41,8baabt14,6 30,7bbb+9,2  58,8acat9,0  41,6bab+8,9 211,2aca+121,6 44,7bab+10,9
CTC 261,6a0a162,8 80,5aab+5,1 40,9bbc3,4 86,2abat2,0 79,4bga+8,4  106,9acat6,7 54,0baab+11,0 40,1bbb+9,7 68,1acat8,7 51,6bab+7,9  218,3aga+120,1  55,4bab+9,9
V 96,7a0a+0,6 85,7a0at2,3 64,0bab+6,1 86,3bbat0,6 75,7bbab*4,5 70,7bab#5,8 75,7baa+12,9 76,0bbat4,6  86,0aca*2,0 80,0aab+5,6 96,0a0a+3,0 80,3aab+5,7
B 0,27aaa%0,0 0,22a0a%0,1 0,26aaa%0,0 0,22bba+0,6 0,25baa+0,1 0,30bbat0,1 0,23a0a*0,1 0,36a0a+0,0 0,31aga+0,0  0,83agat0,1 0,47aaa%0,1 0,68aaa+0,1
Cu 1,3abaz0,3 1,4abat0,1 0,4bbb+0,1 4,27aac+0,3 11,1aab+0,6 17,5a0a+1,0 0,8baab+0,1 0,53bbb+0,2 0,87acaz0,1  0,73bab+0,1 1,17baaz0,3 0,77bab=0,2
Fe 22,7aab#3,2 44,7baa+14,0 24,3bab+8,0 15,0agat2,6 25,0agab+3,0 37,0bab+10,4  30,0abb+13,1 12,330a+0,6  12,3agazl,2 16,7a0a0,6 21,7aba+10,7 15,7a0a+2,5
Mn 6,77bbb+2,5 3,5bbct0,6 20,6abat3,3 22,5aab+2,1 69,3 acat3,0 81,4a0a+16,9 17,3a0at5,3 23,9a0at8,1 19,1acat3,4 15,4baabtl,2 10,0 bbb+0,8 20,8baa*0,5
Zn 1,4a0a+0,6 1,9aaa+0,3 1,7aaa+0,9 2,1 aaa0,5 2,0 aaa+0,6 2,2 aaa+0,2 1,0aqa+0,2 0,8bbat0,2 1,0aca+0,1 1,1bab+0,3 2,3 agatl,2 1,0bab+0,3
pHSMP 7,5a0a10,1 7,2aaab0,1 7,0bab+0,2 7,2 aca0,1 6,7 bbb+0,1 6,3 bbc+0,2 7,2baa+0,3 7,5abat0,1 7,4aaax0,0 7,4aab+0,1 7,8 aga0,3 7,3aab0,1

Os valores estédo cauculados em g/dm3 para Mo, mmolc/dm3 para macrominerais e cauculos a dicionais (S.B, C.T.C, H+Al), mg/dm3 para microminerais
e paraV %.
Média calculada a partir de trés repeticdes.
Desvio padréo calculado a partir de trés repeticdes.
Valores com letras iguais ndo sao significativamente diferentes (P<0.05), baseando-se no teste de Tukey entre amostras contrastadas. Letras nos estilos
romano, italico e negrito contrastam, respectivamente: classes de solo, texturas e manejos do solo.

Fonte: Autoria propria.



Tabela 3 — Fatores quimicos do solo coletado no periodo seco na camada de 0-20 cm nas areas de estudo sob Latossolo e Argissolo
arenoso e argiloso

Variavel Latossolo Argissolo
Arenoso Argiloso Arenoso Argiloso
V V+T AM V V+T AM V V4T AM V V4T AM

CosS 4,8%aba+0,38 6,0aaa+0,9 4,5abat1,5 8,9a0at1,2 10,7aaa+0,9 12,6aaa+0,7 6,6aaa+0,7 6,8a0a+1,5 7,0aga+2,0 4,1baa+0,6 4,3agat3,4 4,3baa+0,9

MO 8,3abat0,6 10,3a¢a+1,5 7,7aba+2,5 15,3a0a+2,1 14,7a0a+1,5 21,7a0a+1,2 11,3aca+1,2 10,7aca+2,5 12,0aca+3,5 7,0bgat1,0 12,0a0a+5,9 7,3baatl,5

pH 6,1a0a+0,5 5,8baa+0,2 5,5baa+0,1 6,1a0a+0,1 5,3a0a+0,3 5,9a0a+0,1 6,2aca+0,4 6,6a0a0,7 6,4a0a+0,1 5,9a0a+0,2 5,8abat1,1 4,9abb+0,1

P 63,7agat12,7 62,3a0a+6,8 32,7baat24,7  39,0aabt61 88,0agat2,9 16,3agb+3,1  48,7a0a+11,5 53,0acat29,0  68,7agat2,2  67,7acax31,2 58,3acat27,0 11,7abb*4,5
K 4,0aga+3,9 4,9a0a+0,8 3,6aaqatl,2 9,0aba*2,6 5,3agat9,7 4,2a0a0,4 4,5a0a%0,7 6,5a0a%1,6 3,2aaa+0,5 5,1agaz0,7 6,2a0a%0,4 4,0a0a0,9

Ca 72,3a0a134,3 30,0bbb+10,6 30,3bbb+5,9 46,3agaz47  47,7acat33,7 56,6a0at3,1  48,7a0atll,9 60,3a0a16,8 55,3a0at7,5 42,7a0a110,1 39,0a0at3,6 21,7bbb+2,1
Mg 28,3a0a+9,0 12,7aab+2,5 9,7bab+2,5 21,7a0a+1,5 19,0a0at5,5 16,7a0a+1,5 19,7acax6,7 21,3a0a+4,6 23,0aga+4,0  16,7agat6,7 16,0a0a+3,5 5,0bbb+1,0

Hal 10,0a0a+1,7 13,3a0a+3,2 14,0aba+2,0 13,3agb+0,6  15,0aab+3,1 29,7a0a+1,2 10,0a0a+1,0 9,3abat4,2 10,3abat1,2 10,7a0a+1,5 16,7a0a+1,0 15,0bga+12,1
SB 104,7aga+42,2  47,5abb+13,1 43,6bbb+6,4 77,1a0at4,9 71,9acat41,8 77,6a0a*3,7 72,8a0a+18,5 88,2agax11,1 81,6aca+12,0 64,4aca+15,9 61,2a0a%5,2 30,7bbb+1,7
CTC 114,7a0a+40,8 60,9aab+10,8 114,7bbb+8,4 90,4acat54 86,9aca+39,1 107,3acat4,7 82,8a0a+18,9 97,5a0a+12,0 91,9aca+l13,0 75,lagatld,5 77,9acatll,l  44,7bbb+2,7
\ 90,0a0a+4,6 77,3bab18,6 75,7bab+0,6 ~ 85,0a0az0,0 82,7acab5,5  72,3aab+0,6 87,3a0a+2,3 88,3agat4,7 89,0a0a+1,0 85,3a0a+0,5  77,3abb+15,0  67,3abb0,6
B 0,25aba+0,1 0,40a0a+0,3 0,30a0a+0,2 0,56a0a10,1 0,33a0ax0,0 0,57a0at0,4 0,21agaz0,1 0,22aga10,1 0,24a0a%0,1 0,28a0ax0,1 0,30a0a+0,2 0,30a0a10,1
Cu 1,2abat0,2 0,57a0a*0,3 1,1aba+0,3 5,5 agb+0,9 2,9aab+1,4 13,9aga+0,3 0,8a0a+0,1 3,6a0a+0,1 1,1aga+0,2 0,7 baa0,1 3,6a0a10,4 0,53baa+0,2
Fe 26,3a0a+6,4 33,7a0atl7,6 24,3aga+9,2 21,0agatl,7 35,7aca+11,4  26,0acat2,0  28,7acax12,4 15,7bbatl4,6  19,3aca+2,9 21,0aa+1,7 52,7agat52,9 36,0aca+14,9
Mn 9,8bbb+3,0 5,2bbct1,3 19,8aba3,4 21,8aab+2,6  22,7aabt4,6 47,8acat2,3 14,33ga+1,0 19,8agax1,0 13,6aga+1,0 11,8bab+0,8 24,8a0a+8,3 17,3baab+3,2
Zn 1,8a0a+0,6 1,7a0a+0,9 1,4a0a+0,1 1,7aaa+0,3 2,6a0a+0,6 1,1aga+0,1 1,0aga+0,3 1,3aca+1,3 1,5a0a+0,2 1,7aaa0,3 4,4a0a+5,1 0,9abb+0,5

pHSMP 7,4a0a10,2 7,1baa+0,2 7,1aga+0,1 7,1a0a0,1 7,0aaa=0,2 6,3bbb+0,0 7,4aaa+0,1 7,5a0a10,3 7,4aaa+0,1 7,3aaa=0,1 7,1aba+0,7 7,0aba+0,1

Os valores estéo cauculados em g/dm3 para Mo, mmolc/dm?3 para macrominerais e cauculos a dicionais (S.B, C.T.C, H+Al), mg/dm3 para microminerais

e paraV %.

Média calculada a partir de trés repeticdes.

Desvio padréo calculado a partir de trés repeticdes.

Valores com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes (P<0.05), baseando-se no teste de Tukey entre amostras contrastadas. Letras nos estilos
romano, italico e negrito contrastam, respectivamente: classes de solo, texturas e manejos do solo.

Fonte: Autoria propria.
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5.2. NUMERO DE COPIAS DOS GENES nirK, nirS E nosZ

No geral, o numero de cépias dos genes nirK, nirS e nosZ em solos de cana-
de-acucar, conforme determinado por qPCR (expresso como 10° cépias de genes por
grama de solo), foi maior durante a estacdo chuvosa em comparacédo com a estacao
seca (Tabela 3). O gene nirK foi 0 mais abundante nas amostras avaliadas, seguido
por nosZ e nirS. O fragmento do gene nirS teve a menor abundéncia em todos os
locais de amostragem, independentemente da estacdo ou estratégia de manejo
agricola do solo.

Nenhum dos genes avaliados revelou resposta consistente aos diferentes
manejos de solo da cana-de-agucar, mostrando um padrao de resposta para cada
classe e textura de solo (Latossolo arenoso: adubo mineral < vinhaca + torta de filtro
< vinhaca; Latossolo argiloso: vinhaca < adubo mineral < vinhaca + filtro torta;
Argissolo arenoso: vinhaga + torta de filtro < vinhaca < adubo mineral; Argissolo
argiloso: adubo mineral < vinhaga < vinhaga + torta de filtro).
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Tabela 4 — Numero de copias dos genes nirK, nirS e nosZ determinado por PCR quantitativo em tempo real a partir de amostras de

solo coletadas em periodo chuvoso e seco

Genes Latossolo Argissolo

funcio Arenoso Argiloso Arenoso Argiloso

nais Vv V4T AM V V+T AM \Y V4T AM V V4T AM
Periodo chuvoso

nirk 38,2%abb+3,08 28,1aga+2,5 27,6a0at2,4 24,5agat2,2 39,4bbb+1,2 37,3bbb13,1 35,7a0at5,5 33,9bbat2,3 43,2bbat3,4  21,3abb3,4 24,6aab+1,7 18,1agat1,4

nirS 0,4abb+0,03 0,3a0a+0,005 0,3aada+0,02 0,3a0a+0,01 0,4bbb+0,02 0,4bbb+0,01 0,4aaa+0,02 0,4baaz0,01 0,5bbb+0,03  0,3aca+0,01 0,3a0a0,03 0,3a0a+0,01

nosZ 4,3abb+1,1 2,8a0a+0,1 2,6aaa+0,2 2,5a0a%0,3 3,2abb+0,2 3,2bbb+0,1 3,7a0a+0,3 3,0a0a+0,8 4,7bbax0,9 3,2a0a+1,3 3,5a0a0,2 2,7aaa+0,2

Periodo seco

nirk 28,1abb+2,4 18,4a0a+1,9 16,3a0at1,5 13,3agat1,4 18,7bbb+0,8 17,2bbb+1,9 22,8aqa+2,7 16,4bbat1,1 24,9bbat2,0  11,5abb+2,5 13,3aab+0,3 10,8a0a+0,1

nirS 0,04abaz0,02  0,04baaz0,03 0,4aqa+0,01 0,03a0a0,01  0,03bba+0,02 0,3bba+0,01 0,02a0a0,01  0,03bga+0,01 0,3bba0,2  0,0l1acat0,01 0,02aga+0,02 0,02a¢a+0,01

nosZ 3,5abb+0,9 1,7abat0,4 1,8a0a+0,3 1,3a0a+0,1 2,0abb+0,3 2,3bbb+0,2 2,8aba*0,1 2,4a0a+0,3 3,6bba+0,2 2,3a0a+0,1 2,6a0a%0,2 1,7a0a%0,3

Os valores estdo expressos em 10° cpias do gene por grama de solo.

Média calculada a partir de trés repeticoes.

8Desvio padréo calculado a partir de trés repeticoes.
Valores com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes (P<0.05), baseando-se no teste de Tukey entre amostras contrastadas. Letras nos estilos

romano, italico e negrito contrastam, respectivamente: classes de solo, texturas e manejos do solo.

Fonte: Autoria propria.
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5.3. ATIVIDADE DAS ENZIMAS B-GLICOSIDASE E ARILSULFATASE

A atividade das enzimas [3-glicosidase e arilsulfatase foi compativel com o manejo
agricola do solo de cana-de-acuUcar, aumentando consistentemente na seguinte
ordem: vinhaca < adubo mineral < vinhaca + torta de filtro, exceto Argissolo arenoso.
Esse aumento foi mais acentuado no Latossolo do que no Argissolo, onde a média de
vinhaca + torta de filtro e adubo mineral apresentou 1,8 (solo arenoso) e 3,9 (solo
argiloso) vezes mais atividade do que no solo manejado com vinhaca. Este resultado

foi observado independentemente do periodo sazonal avaliado (Tabela 5).
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Tabela 5 — Atividade das enzimas B-glicosidase e arilsulfatase nos solos canavieiros com fertilizantes organicos e minerais nos periodos
chuvoso e seco

Atividade Latossolo Argissolo
enzimatica Arenoso Argiloso Arenoso Argiloso

V V+T AM V V+T AM V V+T AM V V+T AM
Periodo chuvoso

B-glicosidase 28,3%aga+2,38 50,7bab+7,8 46,3bab3,0 37,3aba+7,5 87,7bbb45,1 62,7bbb+11,1 25,0ac0a+11,2 25,0a0a+2,1 18,0aga+4,6 ~ 32,0agat5,3 32,3aba*l,5 41,3abb+3,5

Arilsulfatase 21,7a0a+8,0 48,7bab+6,6 37,3baat12,7 24,3a0a15,0 169,7bbb+19,5 166,0bbb+33,8 18,0agat7,0 24,7a0a+3,5 14,0acat4,6  17,0aca*2,6 46,3abbt4,2 36,0abb+15,0

Periodo seco

B-glicosidase 23,7a0a+1,9 45,5bab+5,9 41,1bab+2,3 32,6abat4,4 81,9bbb+3,1 57,8bbb+8,5 22,3aga+9,7 19,4aca+1,4 13,0aca+2,2  28,4aga*3,3 27,7aba+1,1 38,2baa+2,9

Avrilsulfatase 18,6aca+6,2 41,2bab+4,6 33,1bga+9,8 19,9aga+3,7 147,5bbb+11,9 138,6bbb+27,4 13,4a0a45,2 20,3a0a+2,5 11,4a0a+2,9  12,4aca*l,9 41,4abb+3,8 33,5bbb+9,3

Os valores estao expressos em miligrama de p-nitrofenol por quilograma de solo por hora.

TMédia calculada a partir de trés repetices

$Desvio padréo calculado a partir de trés repeticGes

Valores com letras iguais ndo séo significativamente diferentes (P<0.05), baseando-se no teste de Tukey entre amostras contrastadas. Letras nos estilos romano, italico e
negrito contrastam, respectivamente: classes de solo, texturas e manejos do solo.

Fonte: Autoria propria.



42

5.4. CORRELACAO ENTRE GENES FUNCIONAIS, ENZIMAS DO SOLO, MATERIA
ORGANICA E CARBONO ORGANICO DO SOLO

As andlises de correlagdo (P<0,05) visualizadas com heatmap (Figura 5)
revelaram correlagcdes negativas entre o numero de copias dos genes nirK e nosZ e a
atividade das enzimas [-glicosidase e arilsulfatase no solo em ambos os periodos
sazonais analisados. O numero de cépias destes dois genes microbianos também foi
negativamente correlacionado com o teor de matéria organica do solo no periodo
chuvoso.

A atividade das referidas enzimas do solo foi positivamente correlacionada com
o teor de matéria orgéanica do solo, tanto no periodo seco quanto no periodo chuvoso,
sendo esta correlagdo mais acentuada neste ultimo. A atividade enzimética é
fortemente influenciada pela umidade do solo (SARDANS e PENUELAS, 2005).
Sardans e Penuelas (2005) observaram que a reducéo da umidade relativa do solo
resultou na reducéo de atividade da urease, B-glicosidase e fosfatase acida. Zhang e
Wang (2006) confirmaram a relacéo entre enzimas do solo e a umidade, através de
avaliagbes em sistemas irrigados.

E fundamental compreender a sensibilidade da comunidade microbiana que
regula o ciclo do nitrogénio nos agroecossistemas frente as mudancas nas condicfes
ambientais e ao manejo agricola do solo. A producdo de N.O mediada por
microrganismos comeca com a reducéo de nitrato (NO-3) para nitrito (NO2), seguido
pela reducédo de NO2 em 6xido nitrico (NO), que é catalisado por enzimas codificadas
pelos genes nirK e nirS (PAJARES e BOHANNAN, 2016). A conversédo de um tergo
do NO em N20 é seguida pela sua reducéo para N2 por N2O redutases codificadas
pelo gene nosZ, mitigando assim, parcialmente, a liberagcao de N>O para a atmosfera
(JONES et al., 2008; HALLIN et al., 2018).

A umidade do solo e a presenca de compostos organicos afetam a taxa de
desnitrificacdo principalmente aumentando a disponibilidade de carbono organico,
que é um dos fatores mais importante que influencia a desnitrificacdo (HANDERSON
et al., 2010).
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Figura 5 — Heatmap com base na matriz de correlagcdo com o teor de matéria organica
do solo, atividade das enzimas B-glicosidase e arilsulfatase e nimero de copias dos
genes nirK, nirS e nosZ. de acordo com valores significativos (P < 0,05) do coeficiente
de correlagcdo de Spearman realizado em ambiente R com pacote “Hminsk and
CorrPlot”. Cores frias representam correlagao positivas e cores guentes representam

correlagdes negativas.
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Fonte: Autoria propria.

A correlacdo entre entre 0 numero de copias dos genes nirK, nirS e nosZ e a
atividade das enzimas arilsulfatase e B-glicosidase nos periodos seco e chuvoso foi
negativa (Figura 6), mostrando que a atividade enzimatica é capaz de inferir sobre a
desnitrificacdo no ambiente do solo, podendo, indiretamente, refletir o potencial de

emissao de Oxido nitroso a partir do solo.
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Figura 6 — Correlacédo entre o numero de copias dos genes nirK, nirS e nosZ e a

atividade das enzimas arilsulfatase e 3-Glicosidase nos periodos seco e chuvoso
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6. CONCLUSAO

Embora a quantificacdo dos genes nirK, nirS e nosZ nao tenha revelado resposta
consistente aos diferentes manejos de solo da cana-de-acucar, mostrando um padréo
de resposta para cada classe e textura de solo, o nUmero de coOpias destes genes
revelou correlacdo negativa com a atividade das enzimas arilsulfatase e 3-glicosidase
nos periodos seco e chuvoso, e correlacdo negativa com o teor de matéria organica
do solo no periodo chuvoso (genes nirK e nosZ). Dessa forma, as indicacbes
enzimaticas de solo canavieiro saudavel sédo reforcadas pela menor abundancia de
genes associados com a desnitrificacdo, permitindo, indiretamente, inferir sobre o

potencial de producédo de 6xido nitroso no solo.
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