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RESUMO

O cultivo de braquiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) em sistemas de rotacéo de
culturas tem sido sugerido como uma estratégia para aumentar a ciclagem e
disponibilidade de fésforo no solo. Foi avaliado um experimento de longa duracdo em
Botucatu/SP, Brasil, em que a braquiaria tem sido cultivada na entressafra de soja
(Glycine max) desde 2006, com a aplicacdo de 0, 30 e 60 kg ha' de P20s.
Inicialmente, foi testada a hipétese de que o cultivo de braquiéria durante a entressafra
pode aumentar a disponibilidade de fosforo no solo. A concentracéo de fésforo no solo
extraido com resina foi maior no solo apds a braquiaria do que no solo com pousio.
Surpreendentemente, o teor foliar de fosforo e a produtividade da soja foram menores
apos a braquiéria do que apés pousio. Em funcéo dos resultados observados no
primeiro capitulo deste estudo, foi conduzido um experimento com o objetivo de
mensurar as fracdes de fosforo disponiveis para plantas de milho (Zea mays)
cultivadas apos a braquiaria, e avaliar a adsorcao e dessorcao de fésforo no solo.
Amostras de solo do experimento de campo foram coletadas para conducdo de um
experimento em vaso, especialmente para possibilitar uma adequada amostragem de
raizes de milho. Novamente, a concentracdo de fésforo extraido com resina néo teve
correlacdo com a resposta das plantas. Por meio da calorimetria de titulacao
isotérmica foi possivel verificar uma menor dessorcdo e maior adsorcéo de fésforo no
solo cultivado com braquiaria do que no solo mantido em pousio, possivelmente
devido ao acumulo de fésforo organico e maior interacdo da matéria organica no solo
com os oxidos de ferro e aluminio. Uma vez que o acumulo de fosforo organico pode
resultar em menor disponibilidade de fosforo no solo, um terceiro estudo foi conduzido
com o objetivo de avaliar o fésforo organico no solo cultivado com braquiaria,
principalmente o mio-inositol hexafosfato, considerado uma das formas menos
disponiveis de fésforo no solo. O mio-inositol hexafosfato foi separado com
cromatografia liquida de alta performance apds oxidacdo dos extratos de solo com
hipobromito. A braquiéria resultou em menor concentragédo de mio-inositol hexafosfato
no solo do que o pousio; apesar disso, 0 menor acumulo deste composto nédo é
suficiente para evitar a menor disponibilidade de fosforo no solo. A falta de correlacéo
do fosforo extraido com resina e a resposta das plantas em rotacdo com braquiaria
estimulou a conducdo de uma pesquisa, apresentada no Capitulo 4, com o objetivo
de avaliar a cinética de dessorcdo do fésforo. Por meio do método de gradiente de
difusdo de fosforo em finas membranas, foi possivel observar que o cultivo de
braquiaria resulta em menor disponibilidade de fosforo devido a reducdo da
mobilidade e menor ressuprimento do fésforo da fase sdlida para a solugéo do solo, o
gue por sua vez ajuda a explicar como é dificil estimar a disponibilidade de fésforo
com os métodos usuais de extracao de fosforo, que ndo levam em consideracao estes
fatores determinantes da disponibilidade de fésforo. A persisténcia destes resultados
€ um indicativo de que nao é possivel obter aumento da disponibilidade de fésforo no
solo com o cultivo de braquiaria ruziziensis.

Palavras-chave: Urochloa ruziziensis. Pousio. Calorimetria de titulacdo isotérmica.
mio-Inositol hexafosfato. Gradiente de difusdo em finas membranas.






ABSTRACT

Growing ruzigrass (Urochloa ruziziensis) in crop rotation systems has been suggested
as a strategy to increase soil phosphorus cycling and phosphorus availability. A long-
term field experiment was evaluated, in which ruzigrass has been grown during
soybean (Glycine max) off-season since 2006, with the application of 0, 13, and 26 kg
hal of phosphorus. Initially, the hypothesis that growing ruzigrass during the off-
season can increase soil phosphorus availability to soybean was tested. Soil
phosphorus extracted with resin was higher after ruzigrass than fallow. Surprisingly,
soybean leaf phosphorus concentration and grain yield were lower after ruzigrass
compared with fallow. Due to the results observed in the first chapter of this study,
another experiment was conducted with the objective to measure the forms of soll
phosphorus available to maize (Zea mays) plants in soil previously cultivated with
ruzigrass and evaluate phosphorus adsorption-desorption. Soil samples were taken
from the field experiment for a greenhouse experiment, especially to allow for precise
rhizosphere soil sampling. Once more, soil phosphorus extracted with resin had no
correlation to plants response. A lower phosphorus desorption and higher phosphorus
adsorption after growing ruzigrass than in soil kept fallow was observed through
isothermal titration calorimetry, possibly due to increased soil organic matter, which
resulted in the formation of metal phytate and more effective organo-metal sites for
ligand exchange. Once the organic phosphorus accumulation may result in lower soill
phosphorus availability, a third study was done with the objective to access the effect
of long-term soybean-ruzigrass rotation on the dynamics of soil organic phosphorus,
mainly the myo-inositol hexakisphosphate, considered as one of the most recalcitrant
organic phosphorus forms in the soil. myo-Inositol hexakisphosphate was determined
by high performance liquid chromatography separation after hypobromite oxidation.
Interestingly, myo-inositol hexakisphosphate concentration is reduced by growing
ruzigrass compared with fallow; despite this, the lower accumulation of this recalcitrant
organic compost is not enough to avoid a lower soil phosphorus availability in soil. The
lower correlation of phosphorus extracted with resin and the response of plants in
rotation with ruzigrass encouraged the conduction of a study, presented in Chapter 4,
with the objective to evaluate the phosphorus desorption kinetics. Using the diffusive
gradient in thin films method, a lower phosphorus availability was observed in soil with
ruzigrass than under fallow, due to a decrease in phosphorus mobility and phosphorus
resupply from soil solid phase into soil solution, which in turns helps to explain how is
difficult to estimate the phosphorus availability with usual methods that does not take
in account these determinant factors of phosphorus availability. The persistence of
these results is an indicative that is not possible to improve soil phosphorus availability
growing ruzigrass.

Keywords: Urochloa ruziziensis. Fallow. Isothermal titration calorimetry. mio-Inositol
hexakisphosphate. Diffusive gradient in thin films.
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INTRODUCAO GERAL

A baixa disponibilidade de fésforo (P) é um importante fator limitante da
produtividade dos cultivos em solos tropicais altamente intemperizados e tipicamente
pobres em P (Juo e Franzluebbers, 2003). A regido tropical corresponde por mais de
30% dos solos da superficie terrestre, e os Latossolos estdo presentes em mais de
dois tercos dessa area (Richter e Babbar, 1991). Os principais processos que
controlam a disponibilidade de P inorganico (Pi) nesses solos sao a interacdo com
oxidos amorfos e cristalinos de ferro (Fe) e de aluminio (Al), e a mineralizacdo do P
organico (Po). A alta adsor¢cdo do P na fase sdlida do solo resulta em baixa
biodisponibilidade, que consequentemente gera uma necessidade de aplicacado de
fertilizantes fosfatados em quantidades maiores do que as demandadas pelas plantas.
Isso é importante considerando-se o fato de que as fontes de P usadas na agricultura
sdo principalmente obtidas de rochas fosfatadas, um recurso limitado, tanto em
quantidade quanto em distribuicdo geogréafica (Godfray et al., 2010; Macdonald et al.,
2011; Dodd e Sharpley, 2015). Porém, a taxa e extensdo em que ocorrem 0S
processos que controlam a disponibilidade de P nos solos agricolas podem ser
afetadas pelas praticas de uso e manejo do solo (Sharpley, 1995).

Uma forma de tornar o P mais disponivel € por meio da rotacdo com culturas
de cobertura, que geralmente tem sido usada para proteger a superficie do solo contra
erosdo e aumentar a matéria organica do solo (MOS), mas que também sao
geralmente mais eficientes na absorcao e ciclagem de P do que as culturas comerciais
(Calegari et al., 2013; Merlin et al., 2015). Desta forma, é essencial a identificacéo de
espécies com maior potencial de absorver e ciclar o P do solo. De acordo com
Miyasaka e Habte (2001), os mecanismos das plantas que aumentam a eficiéncia de
aquisicdo de P podem ser divididos em: 1) aqueles que aumentam a extensdo de
exploracdo do solo; 2) agueles que aumentam a taxa de absorcédo de P; 3) aqueles
gque aumentam a solubilidade do P adsorvido ou precipitado; e 4) aqueles que
aumentam a interagdo simbidtica com microorganismos.

Algumas espécies sao capazes de utilizar o P moderadamente labil e
armazenar este na parte aérea. Por exemplo, aveia preta (Avena strigosa Schreb.) e
nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) resultam em menores teores de P
moderadamente labil, e a ervilhaca (Vicia sativa L.) resulta em menor teor de P nao

labil no solo (Teles et al., 2017). Efeito similar tem sido observado em solo cultivado
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com braquiaria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ. e C.M. Evrard) Morrone e
Zuloaga] na entressafra de soja [Glycine max (L.) Merrill] (Merlin et al., 2013). Espécies
do género Urochloa (syn. Brachiaria) tém sido amplamente adotadas em sistemas de
rotacdo de culturas no Brasil. A braquiéria ruziziensis tem sido preferencialmente
adotada devido as suas caracteristicas favoraveis tanto para pastagens como para o
uso em sistemas de rotacao de culturas, permitindo seu uso também em sistemas de
integracdo lavoura-pecuéaria. De acordo com Boddey et al. (1996), a braquiaria
ruziziensis € bem adaptada a solos de baixa fertilidade, ricos em Al e com pH baixo.
A braquiaria ruziziensis é tolerante a baixa disponibilidade de P no solo devido a sua
alta eficiéncia de aquisicdo de P. Dentro deste contexto um experimento de longa
duracdo com o sistema de rotacdo soja-braquiaria foi alvo deste estudo, sendo
abordado no Capitulo 1 com a hipo6tese de que a rotacdo com braquiaria pode resultar
em aumento da disponibilidade de P no solo por meio da ciclagem deste nutriente.
Em funcéo dos resultados observados no Capitulo 1, em que a disponibilidade
de P foi reduzida apés o cultivo de braquiaria, uma série de novas hipéteses foram
levantadas, sugerindo cada vez mais que o efeito da rotacdo com espécies de
cobertura na disponibilidade de P no solo ainda ndo é um processo completamente
elucidado, pois depende da interacdo de diversos fatores, como o teor de P no solo,
espécie cultivada, e processos de mineralizacdo e imobilizacdo (Fuentes et al., 2008;
Damon et al., 2014). Por exemplo, a sucessiva deposicdo de residuos de plantas na
superficie do solo, junto com os residuos de raizes, resulta também no acumulo de Po
(Merlin et al., 2014; Dodd e Sharpley, 2015), afetando a disponibilidade de Pi. Outros
estudos também reportaram a reducdo da disponibilidade de P apds o cultivo de
plantas de cobertura. Teles et al. (2017) observaram a reducdo de P extraido com
resina em solo cultivado com ervilhaca, nabo forrageiro, azevém (Lolium multiflorum
Lam.) e aveia preta em comparacdo com tremoco branco (Lupinus albus L.). O
esgotamento de Pj labil (extraido pela resina e NaHCO3s) também tem sido observado
na rizosfera de mucuna [Mucuna pruriens (L.) DC.], lab-lab [Lablab purpureus (L.)
Sweet], feijdo-guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp], e milho (Zea mays L.) (Horst et al.,
2001). A extracado de P em profundidade por culturas de cobertura pode reduzir a
disponibilidade para culturas subsequentes, além disso, a deposicdo do P fica
localizada na superficie do solo no sistema semeadura direta (SSD) (Machado e Silva,
2001; Calegari et al., 2013), reduzindo a absorcédo de P pelas raizes em maiores

profundidades. O acumulo de P na superficie do solo também favorece as perdas de
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P por escorrimento superficial, 0 que pode ocasionar graves problemas ambientais
(Abdi et al., 2014).

Além da menor disponibilidade de P no solo cultivado com braquiéria,
observou-se uma falta de correlagdo da andlise de P extraido com resina e o teor de
P nas plantas de soja no capitulo 1, o que estimulou o uso de outros métodos de
analise de P ndo so para estimar o P disponivel com mais acuracia, mas também para
identificar os mecanismos por tras da baixa disponibilidade de P no solo cultivado com
braquiaria. Nessa busca da elucidacdo do efeito do cultivo de braquidria na
disponibilidade de P e de um planejamento com uso eficiente do P, é fundamental
entender os mecanismos de sor¢ao de P no solo.

No geral, a liberacdo do P no solo desencadeada pela acdo de raizes é rapida
nas primeiras horas, mas é desacelerada até que um equilibrio seja alcancado. De
acordo com Evans e Jurinak (1976), a rapida, intermediaria, e lenta dessorcédo de P
no solo sdo atribuidas a reacdo de dissolucdo de fosfatos de célcio (Ca) pouco
cristalinos, dessor¢cdo de P de minerais de argila e carbonatos, e dissolugcéo de
hidroxiapatitas, respectivamente. Além da quantidade de P armazenado no solo, a
guantidade de P soluvel no tempo é largamente dependente da taxa de liberacéo do
P pelas particulas do solo. A importancia da taxa de liberacdo de P no solo para a
disponibilidade de P para diferentes culturas tem sido reportada em estudos sobre a
labilidade de P no solo (Okajima et al., 1983; Raven e Hossner, 1994). A labilidade ou
disponibilidade de P no solo é definida como a possibilidade do P mudar de estado, e
comumente refere-se ao processo de dessorcdo de P da superficie das particulas
induzidas pelo esgotamento de P na solu¢do do solo (Menezes-Blackburn et al.,
2016b).

A grande variedade de formas de P no solo e a grande variacao da solubilidade
destas, dificultam bastante a quantificacdo do P consideravel disponivel para as
plantas por meio da analise de solo (Beegle, 2005). O equilibrio dos processos de
precipitacdo e dissolucdo que governa a solubilidade dos minerais de P esta sobre a
direta dependéncia do pH, da concentracdo de P e dos metais catibnicos no solo.
Contudo, devido ao efeito de diversos fatores e processos que podem afetar a
precipitacdo de fosfatos, é dificil prever o equilibrio de precipitagédo e dissolucdo de
fosfatos (Hinsinger, 2001). A técnica de calorimetria de titulagao isotérmica (isothermal
titration calorimetry — ITC) tem sido utilizada para distinguir os mecanismos de sor¢céo

de P (Penn e Warren, 2009; Penn e Zhang, 2010), e apesar de ser uma técnica pouco
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explorada para estimar a biodisponibilidade de P, pode ser interessante na busca de
uma nova perspectiva sobre a dinamica do P no solo, assim como o observado no
segundo capitulo deste estudo. A partir da interpretacado dos resultados observados
no segundo capitulo, foi possivel direcionar as pesquisas sobre a disponibilidade de
P no sistema de rotacdo com braquiaria em dois novos estudos, um para abordar a
dindmica de Po no solo e outro para abordar a dindmica da dessor¢cdo e mobilidade
do P no solo. No Capitulo 3 esta apresentado um estudo realizado para avaliar as
espécies de Po no solo cultivado com braquiaria, especialmente o mio-inositol
hexafosfato, que € considerado uma das formas mais recalcitrantes de P no solo
(Shang et al., 1996; Martin et al., 2004). Ja no Capitulo 4 é apresentado um estudo
conduzido para testar a hipétese de que a cinética de dessor¢cdo de P no solo pode
ser menor apoés o cultivo de braquiaria, levando em conta os fatores que controlam o
movimento do P em direcdo as raizes, o que pode ser mais eficaz na estimativa da
disponibilidade de P do que os métodos usuais de extracdo de P do solo.

Estimativas confiaveis da disponibilidade de P sdo raras usando métodos de
extracdo devido a complexidade da quimica e mineralogia do solo. A disponibilidade
de P existe como um continuo, e a identificacdo de compostos de P ou fracdes por
meio de extracdes de acordo com a sua labilidade é dificil. Por exemplo, no meio
cientifico é usual a extracdo sequencial de P com o uso de resina, seguida pelas
solucdes de bicarbonato de sédio (NaHCO3), hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L1,
acido cloridrico (HCI), NaOH 0,5 mol L%, e finalizando com a digestdo do solo para
extracdo do P residual. De acordo com Cross e Schlesinger (1995) e Guo e Yost
(1998), as fracbes de P extraidas com resina e NaHCOs sdo consideradas
prontamente disponiveis. Porém, dependendo do tipo de solo, as fracGes extraidas
por resina, NaHCOs, NaOH (0,1 mol L), também s&o consideradas disponiveis, e 0
P residual, extraido na digestdo do solo pode até mesmo ser moderadamente
disponivel (Guo e Yost, 1998).

Outra limitagdo dos métodos de analise de P é que o mecanismo de suprimento
de P determinante da disponibilidade de P no solo para as plantas por meio da grande
maioria das extragbes quimicas € geralmente desconhecido. Uma analise de solo
ideal deve medir a forma de P que é disponivel para as plantas, de acordo com difuséao
na solucdo do solo e o ressuprimento do P pela fase soélida do solo,
independentemente do tipo de solo (Marschner e Rengel, 2012). O método da resina

tem sido reportado como um avang¢o nos métodos de extracdo de P no solo (Raij et
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al., 1986; Raij, 1998; Raij et al., 2009), assim como 0 uso de gradientes de difusdo em
finas membranas (diffusive gradiente in thin films - DGT) (Degryse et al., 2009; Mason
et al., 2010; Burkitt et al., 2016; Menezes-Blackburn et al., 2016b). Este avango se
deve ao mecanismo de extracdo de P utilizado por esses métodos, que imita a
absorcéo de P pelas plantas. Os métodos da resina e DGT reduzem a concentracao
de P na fase solavel, promovendo o reabastecimento de P pela fase solida do solo.
Contudo, o método da resina utiliza uma grande relacdo solo:solucdo, e o solo é
agitado, podendo resultar na liberagdo de P retido no interior de micro particulas,
normalmente indisponiveis para as plantas, resultando em baixa correlacdo dos
resultados desse método com o acumulo de P e produtividade das plantas (Mason et
al., 2008; Mason et al., 2013). Ja no método DGT, o solo € mantido, no maximo, em
até 100% da capacidade de retencdo de agua, e o dispositivo DGT é colocado
diretamente sobre o solo sem agitacdo. Dessa forma, as medidas obtidas por meio do
uso desse método refletem o suprimento de P da solugcéo do solo de acordo com o0s
processos de difusdo e ressuprimento de P pela fase solida do solo (Zhang et al.,
1998; Mason et al., 2010). A estimativa da disponibilidade de P no solo, levando em
consideracéo a cinética de dessorcao do P, e sem o0 uso de extratores em relacdes
solo:solucdo nao realisticas, tém sido responsaveis por altas correlacbes com a
producado de véarias culturas (Mason et al., 2010; Tandy et al., 2011; Six et al., 2013;
Heidari et al., 2017).

No presente estudo a disponibilidade de P no solo cultivado com braquiaria é
discutida de uma forma bastante ampla, sendo necessario a divisdo deste trabalho
em 4 capitulos. A persisténcia dos resultados de menor produtividade e teor foliar de
P na cultura da soja em rotacdo com braquiaria e a baixa correlagdo com o teor de P
no solo extraido por resina apontados no primeiro capitulo foram fundamentais para
estimular a busca por explicacfes para este caso. A longa extensdo deste trabalho
reflete o interesse em ndo s6 determinar se a disponibilidade de P no solo pode ser
aumentada com a rotacdo com braquiaria ruziziensis, mas também esclarecer 0s
efeitos desta rotacdo na disponibilidade do P. Os resultados aqui apresentados
revelam novas perspectivas sobre a dindmica do P de uma forma bastante original
por meio de um conjunto de métodos complementares, permitindo alcancar uma

compreensao holistica da disponibilidade de P no solo.
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CAPITULO 1 — DISPONIBILIDADE DE FOSFORO NO SOLO E PRODUTIVIDADE
DE SOJA APOS O CULTIVO DE BRAQUIARIA RUZIZIENSIS

Resumo

A rotacdo de culturas com espécies adaptadas aos solos pobres em fésforo pode
elevar a disponibilidade de fésforo por meio da ciclagem, em sistema semeadura
direta. Um aumento na concentracdo de fosforo extraivel com resina tem sido
reportado apds o cultivo de braquiéria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) como cultura
de cobertura. Porém, ndo esta claro como € a resposta das culturas em sucesséo a
braquiéria no longo prazo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de longo prazo
do cultivo de braquiaria ruziziensis na disponibilidade de fosforo para soja (Glycine
max). As avaliagcdes foram realizadas durante cinco anos em um sistema de rotacao
soja-braquiaria, em Botucatu/SP, Brasil. Os tratamentos foram doses de fosforo (0, 30
e 60 kg ha! de P20s) aplicadas no sulco de semeadura da soja, e braquiaria ou pousio
durante a entressafra. A amostragem de solo foi realizada ap6s a dessecacdo da
braquiaria, e o fosforo do solo foi extraido com resina. O uso da braquiéria resultou
em aumento de aproximadamente 20% da concentracdo de matéria organica do solo,
independentemente das doses de fésforo, e aumentou cerca de 10% a concentracdo
de fosforo até 10 cm de profundidade do solo com a aplicacéo de 60 kg hat de P20s,
em comparagao com o pousio. Surpreendentemente, a produtividade de gréos e teor
foliar de fosforo da soja foram menores apés a braquiaria do que apés o pousio. O
teste da resina parece ser inadequado para comparar a biodisponibilidade de fésforo
entre diferentes sistemas de cultivo. A longo-prazo, o cultivo de braquiaria como
cultura de cobertura na entressafra resultou em menor disponibilidade de fésforo e
nitrogénio para a soja, eventualmente reduzindo a produtividade de gréos. Novos
estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nesta resposta
inesperada do cultivo de soja em rotacdo com braquiéria.

Este primeiro capitulo esta publicado no Agronomy Journal (ISSN: 1435-0645),
disponivel em: https://dx.doi.org/10.2134/aqronj2017.08.0451, e sera citado nos
préximos capitulos como: Almeida et al. (2018b).
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1.1 Introducéao

O manejo conservacionista com minimo revolvimento do solo, como o sistema
semeadura direta (SSD), tem sido largamente adotado para prevenir a eroséo do solo
e reduzir os custos de producado. Ultimamente, importantes efeitos do SSD na quimica
e fertilidade do solo tém sido reconhecidos, especialmente tratando-se da
disponibilidade de fosforo (P) no solo. A falta de revolvimento do solo resulta em
estratificacdo quimica de nutrientes pouco moveis no perfil do solo, como o P
(Pavinato et al., 2009), e o contato do P com os sitios de adsor¢édo sao reduzidos
(Rosolem e Almeida, 2014). Em conjunto com as culturas de cobertura, o0 SSD em
longo prazo também resulta em acumulo de matéria organica do solo (MOS) nas
camadas mais proximas da superficie do solo em comparacdo com o sistema
convencional de preparo do solo (Corbeels et al., 2006), melhorando a agregacéao,
porosidade, taxa de infiltracdo (Castro Filho et al., 2002), e atividade biol6gica no solo
(Lienhard et al., 2012). As melhorias fisicas favorecem o crescimento de raizes e
exploragdo de P no perfil do solo (Rosolem e Pivetta, 2017). Acidos hiimicos e fllvicos,
e anions de acidos organicos (AO) de baixo peso molecular podem competir com o P
pelos sitios de adsorcdo e complexar metais como o Fe e Al, reduzindo os sitios de
adsorcao disponiveis para a fixacdo do P (Hu et al., 2005). O aumento de MOS
aumenta a quantidade de cargas negativas nas superficies das particulas do solo,
reduzindo a adsorcdo de P (Easterwood e Sartain, 1990). Além disso, a
disponibilidade de P nos solos sob sistema semeadura direta pode simplesmente
aumentar devido a liberacdo de P das culturas de cobertura e da MOS (Guppy et al.,
2005).

O uso de culturas de cobertura adaptadas aos solos pobres em P, como o
tremoco-branco (Lupinus albus L.), tem sido proposto como uma ferramenta para
elevar a ciclagem de P (Braum e Helmke, 1995). Contudo, sob clima tropical com
inverno seco, poucas espécies sdo capazes de produzir matéria vegetal suficiente
para proteger o solo, quando cultivadas durante o periodo de entressafra das culturas
comerciais. Gramineas tropicais do género Urochloa (syn. Brachiairia) estdo sendo
cada vez mais cultivadas como culturas de cobertura durante a entressafra de
diversas culturas, como soja, milho e algodao (Calonego e Rosolem, 2013; Nascente
et al., 2013; Rosolem e Pivetta, 2017) devido a alta adaptacdo as condi¢cbes
edafocliméaticas dos tropicos. Recentemente, aumentos na disponibilidade de P,

determinados pelo método da resina (Raij et al., 1986), tém sido atribuidos ao cultivo
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de braquiéria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ. e C.M. Evrard) Morrone e
Zuloaga] como cultura de cobertura em SSD (Merlin et al., 2013). De acordo com
Begum et al. (2006), as gramineas do género Urochloa sdo bem adaptadas aos solos
pobres em P devido ao seu grande sistema radicular e a sua alta eficiéncia de
absorcdo e uso do P. A braquiaria ruziziensis pode solubilizar e absorver o P
recalcitrante ligado ao Fe, Al (Merlin et al., 2015) e ao Ca (Rosolem et al., 2014), mas
isto ndo tem sido reportado em experimentos de longa-duragdo em campo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de longo prazo da rotacdo soja-
braquiaria ruziziensis, especificamente para testar a hipotese de que o cultivo de
braquiaria ruziziensis durante a entressafra pode aumentar a disponibilidade de P no

solo para a soja e consequentemente aumentar a produtividade de gréos de soja.

1.2  Material e métodos
1.2.1 Caracterizacdo da area experimental e tratamentos

As avaliacdes foram realizadas entre os anos de 2012 e 2016 em um
experimento de longa duragédo sob SSD desde 1998 em Botucatu, Sao Paulo, Brasil
(22°50'00" S; 48°25'31" O; 806 m de altitude). O solo da area experimental é
classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (Santos et al., 2006), de textura
meédia, com relevo plano a suave ondulado, e com boa drenagem. A caracterizacao

guimica do solo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas e distribuicdo de particulas do solo em diferentes
profundidades antes da implantacdo do experimento, em 1998 (Esteves, 2004).
Profundidade @ pHa MOSP Presina® H+AlY K Ca Mg CTCe Areia’ Argilaf

cm gdm? mgdm=?  ---ememeeeeeee- mmolc dm-3 -------------- ---- g kgt ----
0-5 5,2 21 18 27 2,7 21 13 64 770 210
5-10 51 18 16 28 07 17 11 57 770 220
10-20 4,6 19 5 34 06 8 6 48 770 220
20-40 4,0 18 3 45 07 5 3 54 730 250

a pH do solo em solugéo de cloreto de calcio.

b Matéria organica do solo estimada de acordo com o teor de carbono do solo.
¢ Fosforo extraido com resina.

d Acidez potencial.

e Capacidade de troca de cations.

fTamanho de particulas definido de acordo com Claessen et al. (1997).
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O clima da regido é caracterizado como mesotérmico umido e do tipo Cwa
segundo classificacdo de Kdéppen, com um periodo seco durante o outono e inverno,
e periodo quente e chuvoso durante a primavera e verao (Cepagri, 2016). Os dados
de temperatura e precipitagdo durante este estudo foram coletados em uma estacao
meteoroldgica localizada a 600 m da area experimental (Figura 1).

A area selecionada para o experimento nao foi cultivada por varios anos antes
de 1998. De 1998 até 2005, todas as parcelas receberam um total de 220 kg ha* de
P20s5 na forma de superfosfato triplo (SFT), e foi cultivado soja sob SSD durante o
verdo em rotacdo com aveia preta (Avena strigosa Schreb.) e triticale (x Triticosecale
Witt.) durante o outono/inverno, e milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] na
primavera. O atual experimento foi iniciado em 2006, e os tratamentos foram as
aplicacbes de 0, 30 e 60 kg ha’ de P20Os na linha de semeadura da soja na forma de
SFT, e cultivo de braquiaria ruziziensis ou pousio durante a entressafra de soja. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro repeticées, no
esquema fatorial 2 x 3. As parcelas tiveram as seguintes medidas: 8 m de

comprimento x 5 m de largura.
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Figura 1 — Temperatura maxima média (Tmaxima) € minima média (Tminima), €
precipitacdo mensal desde a entressafra de soja em 2012 até o final da safra de soja
em 2016.
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1.2.2 Conducdao do experimento

A braquiaria foi semeada logo apds a colheita da soja, em abril de 2012, 2013,
2014 e 2015. Devido as baixas temperaturas em 2012, a germinacao foi muito lenta,
e a braquiaria foi novamente semeada em setembro de 2012, quando as temperaturas
e precipitacdo estavam apropriadas. Foram semeados 10 kg ha' de sementes de
braquiaria com 70% de germinacéo e 99% de pureza, para obter uma populacao final
de aproximadamente 250 mil plantas ha'. Ndo houve aplicacéo de fertilizantes no
cultivo de braquiéaria. Houve crescimento de plantas daninhas nas parcelas em pousio
durante a entressafra, com o predominio de capim-favorito [Rhynchelytrum repens
(Willd.) C.E. Hubb.], capim-carrapicho (Cenchrus echinatus L.), macela (Gnaphalium
spicatum Lam.), e trapoeraba (Commelina benghalensis L.). Porém, o crescimento de
plantas daninhas foi aleatorio e esparso, com insignificante producéo de biomassa até
o fim do periodo de entressafra, quando foi aplicado glifosato (1.44 kg ha? de
ingrediente ativo) em todas as parcelas em outubro/novembro de 2012, 2013, 2014 e
2015.

A soja foi semeada pelo menos 10 dias ap0s a dessecacdo da braquiaria. As
parcelas foram compostas por 10 linhas de soja espacadas a 45 cm entre si. Foram
utilizados os cultivares M7211 RR (Monsoy, Séao Paulo, Brasil), e BMX Poténcia RR
(GDM Genética do Brasil S.A., Cambé, Brasil), em 2012 e 2013, respectivamente. Em
2014 e 2015, foi usado o cultivar TMG 7062 IPRO (Tropical Melhoramento & Genética,
Cambé, Brasil). As sementes de soja foram inoculadas com Bradyrhizobium
japonicum, e foi aplicado potassio (K) na linha de semeadura da soja na dose de 60
kg ha' de K20, na forma de cloreto de potassio, de acordo com Raij et al. (1997). A
soja foi colhida aos 131, 149, 126 e 128 dias ap0s a semeadura, em 2013, 2014, 2015
e 2016, respectivamente.

1.2.3 Anélise quimica do solo

Foram coletadas 6 amostras de solo aleatoriamente em cada parcela pouco
antes do cultivo da soja, nas profundidades de 0-5, 5-10, 10-20 e 20—40 cm, usando
uma sonda com 50 mm de didametro, e foram combinadas em uma Gnica amostra por
profundidade por repeticdo experimental. As amostras de solo foram secas ao ar e
peneiradas em peneira de malha de 2 mm para posterior analise quimica. O pH do
solo em solugdo de 0,01 mol L de cloreto de célcio (1:2,5, solo/solugédo), acidez

potencial (H+Al) no pH 7, capacidade de troca de cations (CTC), e matéria organica
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do solo (MOS) foram determinados de acordo com Raij et al. (2001). O P disponivel
(Presina), assim como Ca, Mg, e K, foram extraidos usando o método da resina de
acordo com Raij et al. (1986). As concentracdes de K, Ca, e Mg foram determinadas
usando um espectrometro de absorcdo atdmica, modelo AAS7000 (Shimadzu
Scientific Instruments, Kyoto, Japao), e as concentracdes de P foram determinadas

em espectrofotdbmetro, modelo 600S (FEMTO, Séo Paulo, Brasil).

1.2.4 Analise do material vegetal

Amostras da parte aérea de braquiaria foram coletadas pouco antes da
dessecacao e foram determinadas a produtividade de matéria seca, concentracéo e
acumulo de P. Foram coletadas 4 sub-amostras aleatoriamente em cada parcela,
utilizando um quadro de ferro de 50 x 50 cm, sendo combinadas em uma amostra por
parcela. As amostras foram secas em estufa de aeracdo forcada a 60°C por 72 h, e
pesadas em seguida. Para a analise quimica, sub-amostras de 30 g foram moidas em
moinho do tipo Wiley. O resto do material amostrado foi retornado para suas
respectivas parcelas no campo. Nado houve amostragem de plantas nas parcelas
mantidas em pousio durante a entressafra de soja, uma vez que a vegetacao
espontanea nestas parcelas foi muito pouca e esparsa.

Quando o desenvolvimento da soja alcancou o estagio fenoldgico R2 (Fehr et
al., 1971), 30 folhas do terceiro n6 de cima para baixo foram coletadas por parcela,
secas em estufa de aeracao forcada a 60°C, e moidas para analise de diagnose foliar
(Malavolta et al., 1997). A soja foi colhida em faixas de 6 m das 3 linhas centrais. O
teor de agua foi determinado e a produtividade foi calculada em kg hat, com correcéo
da umidade dos gréaos para 13%. Sub-amostras de grdos foram moidas em moinho
do tipo Wiley para determinacdo da concentracdo de P. Todo o material vegetal
amostrado foi submetido a digestéo nitro-perclorica (HNOs + HCIO4, na proporcgéo 2:1,
v/v) (Malavolta et al., 1997). A concentracéo de P foi determinada usando o método
vanadato-molibdato (Jackson, 1973), e as concentracdes de K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn,
e Zn nas folhas de soja foram determinados usando um espectrometro de absor¢ao
atdmica. O N total nas folhas de soja foi determinado com o uso de digestédo acida e

destilacdo, de acordo com o descrito por Malavolta et al. (1997).



38

1.2.5 Anélise estatistica

Os dados obtidos em cada ano e em cada camada de solo foram analisados
separadamente. Os dados de solo e planta foram submetidos a analise de
homogeneidade de variancia usando teste de Levene. Em seguida, os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05), considerando o
delineamento em blocos casualizados com quatro repeticées, no esquema fatorial 2
x 3, e as médias foram comparadas usando o teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o
software SAS, versao 9.4 (SAS Inst., Carolina do Norte, EUA).

1.3 Resultados
1.3.1 Braquiériaruziziensis

Um atraso na colheita de soja em 2012 resultou em uma semeadura tardia da
braquiaria. A germinacdo das sementes de braquiaria foi prejudicada pelas baixas
temperaturas no final de abril e inicio de maio de 2012, e uma nova semeadura foi
realizada em setembro. Portanto, a produtividade da braquiaria em 2012 foi baixa
guando comparada com 0s anos seguintes (Tabela 2). Na entressafra de 2013, 2014
e 2015, a produtividade da braquiaria, concentracao de P na parte aérea, e acumulo
de P foram maiores quando houve aplicacdo de 60 kg ha? de P20s do que quando

nao houve aplicacéo de P.
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Tabela 2— Produtividade de matéria seca, teor de fosforo (P), e acimulo de P na parte
aérea de braquiéria ruziziensis, em funcéo do efeito residual de diferentes doses de P
(0, 30 e 60 kg ha de P20Os) aplicadas na semeadura da soja. Dados coletados no final
da entressafra de 2012, 2013, 2014 e 2015.

Doses de P (kg ha' de P20s)

0 30 60
2012
----- Produtividade (kg hat) -----
1482 ns 1418 ns 1468 ns
————————— Teor de P (g kg1) ---------
1,46 b2 1,69 ab 1,79 a
—————— Actumulo de P (kg hal) ------
2,16 s 2,40 s 2,63 s
2013
————— Produtividade (kg hat) -----
4718 b 6687 a 6928 a
————————— Teor de P (g kg?t) ---------
0,83 b 0,86 ab 1,12 a
—————— Acumulo de P (kg hat) ------
4,03 b 5,90 ab 7,74 a
2014
————— Produtividade (kg hat) -----
2558 b 3729 ab 4431 a
————————— Teor de P (g kg?t) ---------
1,22b 1,44 ab 1,75 a
—————— Acumulo de P (kg hal) ------
3,04 b 5,34 ab 7,69 a
2015
————— Produtividade (kg hal) -----
5548 b 7978 ab 10191 a
————————— Teor de P (g kg?) ---------
0,89b 1,41 ab 1,77 a
—————— Acumulo de P (kg ha) ------
497b 11,24 a 18,1 a

ns N&o significativo.

aMédias seguidas por letras diferentes na linha
sdo significativamente diferentes (Tukey, p <
0.05).
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1.3.2 Anélise de solo

A braguiaria e as doses de P nédo tiveram efeito no pH, H+Al e CTC,
independentemente da profundidade do solo, em nenhum dos anos avaliados. O
acumulo de MOS na camada superficial do solo foi observado, tanto no pousio quanto
apos a braquiaria (Figura 2). Contudo, a concentracdo de MOS foi maior apds a
braquiaria do que apds o pousio em até 10 cm de profundidade, em 2012 e 2013. Em
2014 e 2015, a MOS foi maior apds a braquiaria do que apoés o pousio até na camada
de 10-20 cm de profundidade do solo.
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Figura 2 — Matéria organica do solo em quatro profundidades do solo (0-5, 5-10, 10—
20 e 2040 cm) em funcao do cultivo de braquiaria ruziziensis ou pousio durante a
entressafra de soja em 2012, 2013, 2014 e 2015. Médias seguidas por letras
diferentes sao significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05), para cada profundidade
de solo.

Apbs a entressafra de 2012, a concentracdo de Presina foi maior apos a
braquiaria do que ap6s o pousio em até 20 cm de profundidade, quando 60 kg ha* de
P20s foram aplicados (Tabela 3). Na camada de 20—40 cm do solo ndo houve efeito
do cultivo de braquiéria ou doses de P no teor de Presina, Sendo observada uma média
de 3,3 mg dm=.

ApoOs a entressafra de 2013 e 2014, o teor de Presina foi maior apds o cultivo de
braquiaria do que apds o pousio na camada de 5-10 cm, apenas quando houve
aplicacdo de 60 kg ha'! de P20s (Tabela 3). Ndo houve efeito de nenhum dos
tratamentos na profundidade de 20—40 cm do solo, e a média do Presina foi 3,5 € 3,0
mg dm= apos as entressafras de 2013 e 2014, respectivamente.
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Tabela 3 — Fosforo (P) extraivel por resina (Presina) em trés profundidades do solo (0-5, 5-10 e 10-20 cm) em func¢é&o do cultivo de
braquidria ruziziensis ou pousio durante a entressafra de soja e doses de P (0, 30 e 60 kg ha? de P20s), em 2012, 2013, 2014 e
2015.

Doses de P (kg ha! de P20s) Doses de P (kg ha'! de P20s)

Entressafra 0 30 50 Média Entressafra 0 320 50 Média
Presina (mg dm'3)
2012 2013
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 14,8 Ab? 29,5 Aa 32,4 Aa 25,6 Braquiaria 12,5 18,4 20,4 17,1ns
Pousio 21,1 Aa 25,9 Aa 21,0 Ba 22,7 Pousio 14,7 17,9 20,6 17,7 rs
Média 18,0 27,7 26,7 Média 13,6 ¢ 18,1b 20,5a
5-10cm 5-10 cm
Braquiéaria 5,8 Ac 14,3 Ab 26,2 Aa 15,4 Braquiaria 6,4 Ac 11,9 Ab 18,5 Aa 12,3
Pousio 8,9 Aa 10,6 Aa 10,0 Ba 9,8 Pousio 7,3 Ab 16,7 Aa 12,8 Ba 12,3
Média 7,4 12,4 18,1 Média 6,9 14,3 15,6
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 5,1 Ab 8,3 Aa 8,6 Aa 7,3 Braquiaria 4,6 9,7 6,6 6,9
Pousio 5,3 Ab 7,4 Aa 6,6 Bab 6,4 Pousio 6,1 8,6 10,1 8,2 ns
Média 5,2 7,9 7,6 Média 53b 9,1a 8,3a
2014 2015
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 13,4 18,5 26,4 19,4 s Braquiaria 12,9 Ac 22,1 Ab 31,8 Aa 22,3
Pousio 14,8 17,9 26,3 19,7 s Pousio 15,4 Ab 19,7 Aab 23,7 Ba 19,6
Média 14,1 b 18,2 b 26,4 a Média 14,1 20,9 27,8
5-10cm 5-10cm
Braquiaria 5,0 Ab 7,2 Ab 17,8 Aa 10,0 Braquiaria 7,6 Ab 7,7 Ab 27,2 Aa 14,2
Pousio 5,4 Ab 9,4 Ab 13,1 Ba 9,3 Pousio 7,0 Ab 9,7 Ab 20,1 Ba 12,3
Média 52 8,3 15,5 Média 7,3 8,7 23,7
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 6,0 4,6 6,5 5,7ns Braquiaria 7,0 57 13,9 8,9
Pousio 4,7 57 7,3 5,9ns Pousio 7,7 4,2 8,3 6,7 s
Média 53" 517" 6,9 " Média 7,4 ab 49b 11,1a

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e mailsculas na coluna séo significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
ns N&o significativo.
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Ao final da entressafra de 2015, a braquiaria resultou em maior teor de P
extraido pela resina do que o pousio nas camadas de 0-5 e 5-10 cm de profundidade
do solo quando 60 kg ha de P2Os foram aplicados na soja (Tabela 3). O teor de Presina
nao foi afetado pelo cultivo de braquiéria ou doses de P na camada de 20—40 cm,

sendo observado uma média de 3,0 mg dm-3,

1.3.3 Culturadasoja

A producéo de soja foi severamente prejudicada pela falta de chuvas na safra
2013/2014, e o ciclo da cultura foi atrasado por cerca de 20 dias. Enquanto que a
precipitacdo total durante o ciclo da soja nas safras 2012/2013, 2014/2015 e
2015/2016 foi de 1306, 1062 e 1570 mm, respectivamente, apenas 404 mm de
precipitacdo foram registrados na safra 2013/2014 (Figura 1).

O teor de P nas folhas de soja foi maior com a aplicacdo de P, mas foi menor
apos o cultivo de braquiaria do que pousio nas safras 2012/2013, 2014/2015 e
2015/2016 (Tabela 4). Nas duas ultimas safras, as diferencas entre braquiaria e
pousio foram significativas apenas com aplicacdo de 60 kg ha* de P-Os. Nado foram
observadas diferencas significativas para a concentracdo de outros nutrientes nas
folhas de soja, em funcéo do cultivo de braquiaria ou aplicacdo de P. A concentracao
de macronutrientes teve uma média de 20,4, 8,4 e 4,1 g kg*! para K, Ca e Mg,
respectivamente; e a concentracdo média de micronutrientes foi de 11,9, 42,2, 49,7 e
152,8 mg kg para Cu, Zn, Mn e Fe, respectivamente. Contudo, o cultivo de braquiaria
resultou em menor teor de N nas folhas de soja. Nas safras 2012/2013 e 2013/2014,
o teor de N nas folhas de soja foi menor apés a braquiaria do que o pousio
independentemente das doses de P aplicadas, mas na safra 2014/2015 e 2015/2016,
a diferenca foi significativa apenas quando 60 kg ha! de P20s foram aplicados (Tabela
4).
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Tabela 4 — Teor de fésforo (P) e nitrogénio (N) nas folhas de soja em funcéo do cultivo
de braquiéaria ruziziensis ou pousio durante a entressafra de soja e doses de P (0, 30
e 60 kg hal de P20s) aplicadas na semeadura da soja, nas safras 2012/2013,

2013/2014, 2014/2015 e 2015/2016.
Doses de P (kg ha! de P2Os)

Entressafra 0 20 ) Média
------------------ Teor de P nas folhas de soja (g kg1) ------------------
2012/2013
Braquiéaria 1,91 2,05 2,39 2,12 B?
Pousio 2,13 2,31 2,57 2,33A
Média 2,02 b 2,18b 2,48 a
2013/2014
Braquiéaria 1,82 2,08 2,40 2,10ns
Pousio 1,73 2,02 2,46 2,07ns
Média 1,77c 2,05b 243 a
2014/2015
Braquiaria 2,06 Ac 2,55 Ab 2,90 Ba 2,50
Pousio 2,15 Ac 2,39 Ab 3,12 Aa 2,55
Média 2,11 2,47 3,01
2015/2016
Braquiaria 1,71 Ab 2,10 Aab 2,13 Ba 1,98
Pousio 1,64 Ab 1,92 Ab 2,50 Aa 2,02
Média 1,67 2,01 2,32
—————————————————— Teor de N nas folhas de soja (g kgt) ------------------
2012/2013
Braquiéaria 42,6 42,9 47,1 442 B
Pousio 47,1 46,3 50,1 47,8 A
Média 44,9 ns 44,6 s 48,6 s
2013/2014
Braquiéria 35,6 35,6 38,8 36,7 B
Pousio 36,3 38,9 42,1 39,1A
Média 36,0b 37,2b 40,4 a
2014/2015
Braquiaria 46,1 Aa 41,3 Aa 39,9 Ba 42,4
Pousio 43,3 Aa 44,1 Aa 47,8 Aa 45,1
Média 44,7 42,7 43,8
2015/2016
Braquiaria 37,6 Aa 37,9 Aa 37,5 Ba 37,7
Pousio 36,0 Ab 39,0 Aab 41,1 Aa 38,7
Média 36,8 38,5 39,3

& Médias seguidas por letras minasculas diferentes na linha e mailsculas na coluna sé&o
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
ns N&o significativo.
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O cultivo de braquiaria como cultura de cobertura resultou em menor
produtividade de graos de soja em comparacdo com 0 pousio nas safras 2012/2013,
2013/2014 e 2014/2015, independentemente das doses de P aplicadas, e na safra
2015/2016, apenas quando 60 kg ha! de P20s foram aplicados (Tabela 5). Contudo,
o teor de P nos graos de soja nao foi afetado pelo cultivo de braquiaria nas safras
2012/2013, 2013/2014 e 2014/2015, mas na safra 2015/2016 foi maior apds o cultivo
de braquiaria do que ap6s o pousio, e a exportacdo de P pelos graos de soja foi
ligeiramente maior apos o pousio do que apos a braquiaria. Tanto a produtividade de
graos de soja quanto a concentracao de P nos graos foram maiores com a aplicacéao
de P. Consequentemente, a exportagdo de P foi maior com a aplicacdo de 60 kg hat
de P20s.



45

Tabela 5 — Produtividade de gréos, teor de P nos gréos e exportacao de P pelos graos de soja em funcdo do cultivo de braquiaria
ruziziensis ou pousio durante a entressafra de soja e doses de P (0, 30 e 60 kg ha! de P20s) aplicadas na semeadura da soja, nas

safras 2012/2013, 2013/2014, 2014/2015 e 2015/2016.

Doses de P (kg ha! de P2Os) Doses de P (kg ha'! de P20s)

Entressafra 0 30 60 Média Entressafra 0 30 60 Média
2012/2013 2013/2014
——————————————————— Produtividade de grdos (kg ha) -------------------- ----------—--—-—--- Produtividade de grdos (kg ha) --------------------

Braquiéaria 2074 2463 2705 2414 B2 Braquiaria 960 1473 1602 1345 B
Pousio 2364 2685 3147 2732 A Pousio 1201 1559 1719 1493 A
Média 2219 c 2574 b 2926 a Média 1081 b 1516 a 1661 a

Teor de P nos graos (g kg?) Teor de P nos graos (g kg?)

Braquiéaria 3,20 3,80 5,61 4,20 ns Braquiaria 3,18 3,73 4,44 3,78ns
Pousio 3,28 4,09 4,56 3,98 s Pousio 3,17 3,61 4,13 3,64
Média 3,24b 3,94 b 5,09 a Média 3,18b 3,67b 4,37 a

———————————————— Exportacéo de P pelos gréos (kg hal) ---------------- ---------------- EXportacéo de P pelos graos (kg hal) ----------------

Braquiaria 6,7 9,3 15,2 10,4 s Braquiaria 31 55 7,2 5,3"s
Pousio 7.7 11,0 14,4 11,0m Pousio 3,8 5,6 7,1 5,5ns
Média 72¢C 10,2 b 148 a Média 35¢c 56b 7,2a

2014/2015 2015/2016
——————————————————— Produtividade de graos (kg ha?l) ----------===------- ------------------- Produtividade de graos (kg ha?l) ------------===-=---

Braquiéria 1362 2513 3475 2450 B Braquiaria 1714 Ac 3134 Ab 3609 Ba 2819
Pousio 1433 2829 3740 2667 A Pousio 1659 Ac 3205 Ab 4008 Aa 2957
Média 1397 c 2671 b 3608 a Média 1686 3169 3809

Teor de P nos graos (g kg?) Teor de P nos graos (g kg?)

Braquiaria 3,40 3,77 4,19 3,78 Braquiaria 3,28 4,06 4,53 3,95A
Pousio 3,45 3,65 4,13 3,74 Pousio 3,11 3,59 4,18 3,63 B
Média 3,42¢c 3,71b 4,16 a Média 3,20 c 3,82b 4,35a 3,79

———————————————— Exportacéo de P pelos gréos (kg hat) ---------------- ---------------- Exportacéo de P pelos gréos (kg hal) ----------------

Braquiaria 4,7 9,5 14,5 9,6 B Braquiaria 5,6 12,7 16,3 11,67
Pousio 4,7 10,4 15,4 10,1 A Pousio 5,2 11,5 16,8 11,2ms
Média 4,7c 99b 150a Média 54c 12,1b 16,5a

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e mailsculas na coluna sao significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
ns N&o significativo.
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1.4 Discusséao
1.4.1 Cultivo da braquiaria ruziziensis na entressafra de soja

A produtividade de braquiéria superou 8000 kg ha* com o efeito residual da
aplicacéo de fertilizantes para o cultivo de soja. A braquiéria ruziziensis tem sido
bastante cultivada, mas ainda ha falta de estudos reportando sua produtividade
guando cultivada como cultura de cobertura no periodo de entressafra. Merlin et al.
(2014) reportou produtividades de 3000 kg ha' em solo sem aplicacédo de P, e de
acordo com Souza Sobrinho et al. (2011), o cultivo de braquiaria durante o verao
resulta em altas produtividades, de aproximadamente 8000 kg ha' em apenas 3
meses. A taxa de crescimento inicial da braquiaria ruziziensis € maior do que de outras
espécies do género Urochloa (Louw-Gaume et al., 2010); mas € desacelerada a partir
do més de maio até agosto no hemisfério Sul, retomando uma alta taxa de crescimento
a partir de setembro. Portanto, em 2015, a produtividade de braquiaria foi quase 7
vezes maior do que em 2012 devido as condi¢Bes favoraveis que prevaleceram
durante toda a entressafra de 2015 (567 mm de precipitagdo total) (Figura 1). A
entressafra 2014 foi marcada por poucas chuvas (360 mm de precipitacdo total)
(Figura 1), e consequentemente a produtividade foi menor do que em 2013 e 2015. O
cultivo de braquiaria resultou na deposicdo de grandes quantidades de palha na
superficie do solo, que em conjunto com a deposicao de raizes, pode ter contribuido
para o aumento de MOS no longo-prazo (Urquiaga et al., 1998). No pousio, apos o
periodo de entressafra da soja, um maior teor de MOS também foi observado na
camada mais superficial do solo devido ao SSD, mas a braquiaria resultou em
aumento de MOS até 20 cm de profundidade, possivelmente devido a contribuicdo do
sucessivo crescimento do extenso sistema radicular da braquiaria (Urquiaga et al.,
1998). A vegetacao espontanea teve uma produtividade de matéria seca muito baixa,
devido a aplicacdo de herbicidas ap0s a colheita de soja. Além do mais, as sementes
de camadas mais profundas do solo possuem poucas condi¢cdes de germinarem
durante a entressafra de soja, devido a falta de revolvimento do solo e as condi¢des
climaticas adversas (baixa temperatura e precipitacéo).

O teor de P na parte aérea da braquiaria esteve dentro do limite adequado para
as gramineas, de 0,8 a 1,2 g kg (Malavolta et al., 1997), até mesmo no tratamento
controle sem aplicacdo de P. Esta espécie tem sido caracterizada por uma alta
eficiéncia de absorcao de P por unidade de comprimento de raiz em solos arenosos,

acidos e com pouco P (Haussler et al., 2006). Além disso, a alta eficiéncia do uso do
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P por gramineas do género Urochloa, foi associado com a alta producéo de fosfatases
e alto teor de ribonucleases na parte aérea, elevando a sintese de amino acidos e
acidos organicos (Nanamori et al., 2004; Louw-Gaume et al., 2010). Porém, a
braquiéria ruziziensis € responsiva a aplicacdo de P (Louw-Gaume et al., 2010), e a
produtividade de matéria seca foi maior apds o cultivo de soja com aplicacéo de P, o
qual resultou em uma maior quantidade de P acumulado nas folhas, e
consequentemente uma maior capacidade de ciclar P com a aplicacéo de 60 kg ha
de P20s em comparacdo com a aplicacédo de 30 kg ha! de P20s. Resultados similares

foram observados por Rosolem et al. (2014).

1.4.2 Efeito da braquiéria ruziziensis na disponibilidade de fésforo no solo

De acordo com Almeida e Rosolem (2016), o cultivo de braquiaria aumenta a
concentracdo de formas de P labil nas camadas mais superficiais do solo porque a
braquiaria € capaz de reduzir a concentracdo de formas recalcitrantes de P de
camadas mais profundas do solo, e retorna o P para a superficie do solo com a
mineralizacdo de seus residuos. Embora este experimento néo tenha sido projetado
para comparar os teores de P entre as camadas do solo, € possivel observar um
gradiente na concentracdo de P ao longo do perfil do solo. Este gradiente foi mais
abrupto no solo com pousio do que apos a braquiaria. De acordo com Costa et al.
(2010), a liberacdo de P da sucessiva decomposicdo das raizes resulta em
distribuicdo de P das camadas que recebem aplicacdo de P proximas da superficie
do solo para camadas mais profundas do solo no longo-prazo. O maior teor de MOS
e possivelmente exsudacdo de anions de &cidos organicos podem estar também
relacionadas com a maior concentracdo de Presina €m solo cultivado com braquiéria do
que apos o pousio (Pavinato e Rosolem, 2008). Além do mais, uma alta atividade de
fosfatases, incluindo fitases, tem sido observado na presenca de microorganismos na
rizosfera de braquidria ruziziensis, os quais podem ter resultado em maior Presina
devido a hidrolizacdo de Po do solo (Nahas, 2002; Rosolem et al., 2014). Porém,
parece que estes fatores e processos (alto teor de MOS, exsudacdo de acidos
organicos, atividade de fosfatases e ciclagem de P) que poderiam aumentar a
disponibilidade de P, ndo estao resultando em um efetivo aumento da disponibilidade
de P, e 0 maior teor de Presina parece néo estar refletindo na real disponibilidade de P
para a soja, uma vez que a concentracdo de P nas folhas, assim como a produtividade

de graos de soja foram menores ap06s o cultivo de braquiaria do que ap6s o pousio.
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A produtividade da soja foi em média 10% menor apos a braquiaria do que o
pousio em todos o0s anos avaliados, mas respondeu a aplicacéo de P, e a aplicacéo
de 60 kg ha! de P20s resultou em concentracdes de P abaixo da faixa de suficiéncia
(2,5 a 5,0 g kg?) (Malavolta et al., 1997). A exportacédo de P pelos gréos de soja néo
foi afetada, uma vez que o teor de P nos graos de soja cultivada em rotacdo com a
braquiaria foi maior do que apos o pousio. Portanto, o teor de P total no solo deve ser
similar entre o solo cultivado com braquiaria e o solo mantido em pousio, enquanto
gue as concentragdes das diferentes formas de P no solo devem ser diferentes, como
0 observado por Almeida e Rosolem (2016).

A falta de correlag&o do Presina € 0 teor de P nas folhas de soja levanta duvidas
sobre a aplicabilidade do teste da resina para a comparacao de diferentes sistemas
de cultivo. O teste da resina (Raij et al., 1986) tem sido utilizado desde 1983 e €&
conduzido na analise de rotina em mais de 100 laboratérios em todo o Brasil (Raij et
al.,, 2009). A resina atua como um dreno retirando o P da solucdo do solo e
estimulando a liberacdo do P da fase sélida do solo, assim como as raizes, e altas
correlagdes do crescimento de plantas e acumulo de P tem sido geralmente
observados (Raij, 1998; Saggar et al., 1999). De acordo com Raij (1998), a extracéo
de P com resina € adaptada para varios tipos de solo, e correlaciona-se melhor com
a absorcao de P das plantas do que outros métodos como Olsen, Mehlich-1, Bray-1 e
Mehlich-3. No presente estudo, a produtividade de soja aumentou de acordo com o
aumento das concentracdes de Presina; contudo, apesar da acuracia do teste da resina
em estimar a disponibilidade de P no solo, parece ser inapropriado comparar a
disponibilidade de P entre diferentes sistemas de cultivo implantados a longo-prazo,
principalmente quando h& o cultivo de culturas de cobertura, como a braquiaria.

O teste da resina consiste na extracdo de P da solucdo do solo e do P labil.
Formas de P ndo labeis e o P ndo dissolvido dos fertilizantes ndo devem ser extraidos
pela resina. Porém, Mason et al. (2013) observaram por meio de diluicdo isotopica
gue o teste da resina resulta em extracéo de formas néo labeis de P, superestimando
a disponibilidade de P no solo. A extracdo de formas néo labeis de P pela resina ocorre
porque a baixa relagédo solo:solucdo resulta em solubilizacdo de formas pouco labeis
de P e formas ndo disponiveis para as plantas (Six et al.,, 2012). Além disso, a
competicdo de ions pode resultar na liberagdo de formas néo labeis de P pelo teste
da resina, o que também pode contribuir na superestimacao do P disponivel no solo

(Menon et al., 1990). Sendo assim, pode ser hipotetizado que o maior teor de Presina
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observado no presente estudo pode ter sido resultado da extracdo de formas de P néao
disponiveis. A disponibilidade de P no solo resulta de uma séria de fatores e pode nao
ser bem representada por uma medida direta, como a determinacdo da concentragao
de P extraido por resina. Portanto, a disponibilidade de P deveria ser estimada
levando-se em conta 0s processos que governam a difuséo do P e a capacidade do
fase solida do solo em reabastecer P para a solugdo do solo (Menezes-Blackburn et
al., 2016b). O cultivo de braquiaria no longo prazo em SSD talvez possa afetar a
capacidade de ressuprimento de P pela fase sélida do solo devido as mudancas nas
formas de P no solo (Almeida e Rosolem, 2016), o que por sua vez, pode afetar a
cinética e equilibrio do P no solo.

Uma vez que a disponibilidade de P no solo ndo foi aumentada pela braquiaria,
0 Unico possivel mecanismo para melhorar a oferta de P para a soja poderia ser a
liberacdo de P pelos residuos da braquiaria. Porém, apesar da grande quantidade de
P acumulada na parte aérea da braquiaria, a disponibilidade de P dos residuos da
braquiaria deve ser bastante limitada devido ao baixo teor de P (< 2 g kgt). De acordo
com Damon et al. (2014), a concentracdo de P nos residuos de plantas € o principal
fator que determina se o P sera mineralizado no curto-prazo. Quando o teor de P é
menor que 3 g kgt, praticamente ndo ha mineralizacéo do Po dos residuos de plantas
no curto-prazo (Damon et al., 2014). O P dos residuos mantém-se imobilizado quando
a concentracdo no residuo nao é suficiente para atender o requerimento de P para a
proliferacdo de microorganismos em resposta ao carbono adicionado com os residuos
(Harrison, 1987). Portanto, uma importante quantidade de P permanece imobilizada
na palha de braquiéria, isto pode afetar a nutricdo de P da soja, e dessa forma o uso
de braquiaria como cultura de cobertura pode ndo melhorar a ciclagem de P do solo
devido a baixa decomposicao da palhada, como o observado por Costa et al. (2016)
em um estudo com braquiaria brizanta [U. brizantha (A. Rich.) R.D. Webster].

A hipétese de que a baixa produtividade da soja em rotacdo com braquiaria
ruziziensis foi causada por alelopatia deve ser eliminada porque nenhum efeito deste
tipo foi observado em varios estudos com gramineas do género Urochloa, incluindo
no desenvolvimento e produtividade de soja apds a propria braquiaria ruziziensis
(Crusciol et al., 2012; Rosolem et al., 2012). A baixa produtividade de soja observada
na rotagdo com braquiaria ruziziensis no presente estudo ndo pode ser atribuida a
deficiéncia mineral de outros nutrientes além do P ou N. desde que os teores foliares

de K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn, ou Fe ndo foram afetados e estiveram dentro da faixa
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de suficiéncia para a soja. O cultivo de braquiaria reduziu o teor de N foliar da soja;
este efeito é interessante, uma vez que a maior parte do N adquirido pela soja é
proveniente da fixacdo biolégica de N (FBN).

De acordo com Hungria et al. (2005), em solos brasileiros, que s&o pobres em
N, 80% do N na soja é proveniente da FBN. Porém, se a FBN € de alguma forma
reduzida e se o teor de N do solo ndo atender a demanda de N pela soja, o N
acumulado nas folhas sera mobilizado para os gréos, reduzindo a capacidade
fotossintética e limitando o potencial produtivo (Salvagiotti et al.,, 2008). A
disponibilidade de P afeta a aquisicdo de N pelas plantas de soja, uma vez que o P
desempenha um papel fundamental no processo da FBN, promovendo a nodulacéo e
aumentando a atividade da nitrogenase (Dadson e Acquaah, 1984; Mullen et al.,
1988). De acordo com Chaudhary et al. (2008), a alta demanda de P pelas
leguminosas se deve ao envolvimento do P na transferéncia de energia que deve
ocorrer nos nédulos, sendo observada uma severa reducéo da fotossintese e FBN em
plantas de soja supridas com quantidades insuficientes de P. Sendo assim, a reducao
da real disponibilidade de P pelo cultivo de braquiaria pode ter prejudicado a FBN e
consequentemente a aquisi¢do de N pelas plantas de soja.

Diversos estudos tem reportado beneficios do SSD na disponibilidade de P em
comparacao com o sistema convencional de cultivo, no qual ha o revolvimento do solo
(Shear e Moschler, 1969; Corbeels et al., 2006; Lienhard et al., 2012); mas poucos
estudos abordaram a disponibilidade de P no solo em fungéo da introducéo de culturas
de cobertura em SSD em comparacdo com a pratica de pousio neste mesmo sistema
(Calonego e Rosolem, 2013; Nascente et al., 2013), o que € uma comparacdo mais
justa, uma vez que o sistema convencional resulta em grandes diferencas fisicas,
guimicas e biolégicas no solo em comparacdo com o SSD. Além da falta de
informacéo sobre os efeitos do pousio na disponibilidade de P, geralmente ndo tem
sido observado diferencas na produtividade de grédos apds o pousio ou apGs culturas
de cobertura em SSD (Almeida et al., 2008). A baixa produtividade de gréos de soja,
e 0s menores teores de P e N na soja cultivada apos braquiaria em solo com maior

teor de Presina jamais foi reportada, e € provavelmente um efeito de longo-prazo.
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1.5 Concluséo

Apesar de ter sido hipotetizado um aumento da disponibilidade de P devido a
ciclagem de P por espécies adaptadas a solos pobres em P cultivadas como cultura
de cobertura, isto ndo foi observado a longo-prazo. Ao contrario do que foi
hipotetizado, a braquiaria ruziziensis reduziu a disponibilidade de P, resultando em
menor teor de P nas folhas e menor produtividade de gréaos, apesar de ter aumentado
o teor de P extraivel por resina. Este efeito € observado independentemente das doses
de P aplicadas no cultivo da soja. A baixa concentragéo de P na palhada de braquiaria
pode reduzir a taxa de mineralizacdo, comprometendo a ciclagem de P e diminuindo

a biodisponibilidade de P para a soja.
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CAPITULO 2 — AVALIACAO DA DISPONIBILIDADE DE FOSFORO EM SOLO
CULTIVADO COM BRAQUIARIA RUZIZIENSIS

Resumo

O cultivo de braquiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) em sistemas de rotacéo de
culturas tem sido sugerido como uma estratégia para aumentar a ciclagem e
disponibilidade de fésforo. No entanto, apesar do aumento da concentracéo de fosforo
observado com o método da resina, reducdes na produtividade de grdos de culturas
em sucessao a braquiaria tém sido observadas. O objetivo deste estudo foi avaliar a
disponibilidade de fésforo para o milho (Zea mays) em solo cultivado com braquiaria,
com ou sem aplicacdo de fosforo. A labilidade de fosforo foi avaliada usando o
fracionamento de fésforo e extragdo com resina, e a dessorcdo/adsorcéo de fésforo
foi avaliada com calorimetria de titulacdo isotérmica. Em um experimento de casa de
vegetacao, foram estudadas as mudancas nas concentracdes de fosforo obtidas na
extracdo sequencial de fésforo do solo da rizosfera do milho. O cultivo de braquiaria
resultou em maior concentracdo de fosforo extraivel por resina e teor de matéria
organica no solo do que o pousio. Porém, no solo cultivado com braquiaria, o0 acimulo
de fésforo nas plantas de milho e a dessorcao do fésforo foram menores, e a adsorcao
de fésforo foi maior do que no solo com pousio. No geral, o fésforo organico extraido
com bicarbonato e hidréxido de sédio néo foi disponivel. A sorcao de fésforo avaliada
com calorimetria de titulac&o isotérmica foi um melhor indicador da biodisponibilidade
de fésforo para o milho do que o teste da resina, possivelmente devido ao aumento
de matéria organica do solo, que resultou na formacéo de fitatos com metais e mais
sitios de adsorcao de fosforo no solo. A maior solubilidade e disponibilidade de fésforo
no solo com pousio parece ocorrer devido a dissolucdo de fosfatos de calcio, maior
dessorcdo e menor potencial de adsorcdo de fésforo. A calorimetria de titulacao
isotérmica é uma ferramenta semi-quantitativa e Util para a elucidacdo da dinamica
dos processos de sorcao de fésforo no solo.

Este segundo capitulo esta publicado na Geoderma (ISSN:0016-7061),
disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/|.geoderma.2017.10.003, e sera citado nos
proximos capitulos como: Almeida et al. (2018a).
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2.1 Introducéo

A braquiaria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ. e C.M. Evrard) Morrone
e Zuloaga] é uma espécie tolerante a baixa disponibilidade de fésforo (P) no solo
devido a sua alta eficiéncia de aquisicdo deste nutriente, e tem sido estudada em
sistemas de rotacdo de culturas com o objetivo de aumentar a disponibilidade de P
por meio de ciclagem (Merlin et al., 2014; Almeida e Rosolem, 2016; Almeida et al.,
2018b). A alta capacidade de aquisicdo de P pela braquiaria ruziziensis pode estar
relacionada ao seu extenso sistema radicular (Boddey et al., 1996) e a capacidade
das raizes exsudarem anions de acidos organicos (AO), como o citrato (Wenzl et al.,
2001), que a permite obter o P ligado ao Fe e ao Al (Merlin et al., 2015). Almeida e
Rosolem (2016) observaram um aumento no P labil e moderadamente labil nas
camadas superficiais do solo, e uma reducdo do P recalcitrante em subsuperficie,
apos o cultivo de braquiaria ruziziensis durante a entressafra de soja [Glycine max (L.)
Merrill]. Sendo assim, a ciclagem de P deve ser maior em sistemas com rotacao com
braquiaria (Merlin et al., 2013; Almeida e Rosolem, 2016). Porém, Almeida et al.
(2018b) observaram menor teor de P nas folhas de soja e menor produtividade de
graos de soja apos o cultivo de braquiaria ruziziensis do que ap6s o pousio. Desde
gue o teor foliar de P € menor apés a braquiaria (Almeida et al., 2018b), foi hipotetizado
gue a braquiaria reduz a disponibilidade de P no solo para os cultivos subsequentes
devido a reducao da dessorcao de P no solo. Ha também a hip6tese de que a extracao
de P por resina e pelo fracionamento do P ndo sdo adequados para estimar
corretamente a disponibilidade de P para as plantas em sistemas de rotagcdo em
contraste com o pousio.

Os ions fosfatos sdo predominantemente retidos no solo por meio de troca de
ligantes em minerais de argila do tipo 1:1, 6xidos de Fe e Al, e em fosfatos precipitados
com Fe, Al e Ca (Sparks, 2003). Por meio da compreensdo dos mecanismos de
sor¢ao, o manejo do P para aumentar a eficiéncia do uso deste nutriente pode ser
melhor planejado (Sharpley, 1995). Isotermas de sorcao e indice de sor¢ao de P sédo
comumente usados em estudos de sorcdo de P (Anghinoni et al., 1996; Campos et
al., 2016). Contudo, por meio do uso de isotermas de sor¢ao e indice de sor¢do de P
nao € possivel determinar precisamente as reacdes de sorcao (Veith e Sposito, 1977).
A calorimetria de titulacédo isotérmica (isothermal titration calorimetry - ITC) tem sido
usada como uma técnica complementar para determinar as reacdes de sorcéo de P

no solo, providenciando uma medida sensivel e direta do calor das reagbes (Penn e
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Warren, 2009; Penn e Zhang, 2010; Lyngsie et al.,, 2014). Penn e Warren (2009)
estudaram a adsorcéo de P pela caulinita usando ITC, e observaram que as reacfes
de adsorcéo de P pela troca de ligagédo resultam em reacfes exotérmicas, enquanto
que a precipitacdo de fosfatos com Al resultam em reacbes endotérmicas. Estes
mesmos autores observaram que titulacdes de fosfato monossodico (NaH2PO4) em
solucdes de cloreto de aluminio (AICIs) e cloreto de ferro (FeCls) resultam em reagdes
endotérmicas, por causa da precipitacdo do fosfato com Fe e Al. TitulagBes de &cido
cloridrico (HCI) em solugBes com caulinita foram exotérmicas devido a dissolugcéo
mineral. Outra reacdo exotérmica foi a adsorcdo de fluoreto na caulinita. Estas
observacfes foram confirmadas em solos com diferentes mineralogias, exibindo
reacdes exotérmicas com troca de ligacbes em minerais de cargas variaveis (Penn e
Zhang, 2010; Penn et al., 2014). Além disso, ja foi observado que a precipitacédo de
fosfatos de Ca é exotérmica (Penn e Zhang, 2010). Todas estas evidéncias de reacdes
endotérmicas e exotérmicas sdo fundamentais para dar suporte ao estudo da
dindmica do P no solo.

Os objetivos deste estudo foram mensurar diretamente as quantidades e
formas de P no solo disponiveis para plantas de milho em solo previamente cultivado
com braquiaria ruziziensis em dois niveis de P no solo, e avaliar a adsorcdo e

dessorcédo de P usando ITC neste contexto de disponibilidade de P no solo.

2.2  Material e métodos

Amostras de solo foram coletadas em 2012, em um experimento de longa
duracdo em Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (22°50'00" S; 48°25'31" O; 806 m de altitude),
sob sistema semeadura direta (SSD) desde 1998. A éarea escolhida para o
experimento de longa duragdo néo foi cultivada por varios anos até 1998. De 1998 até
2005, foi cultivado soja em SSD durante o verdo em rotacdo com aveia preta (Avena
strigosa Schreb.) ou triticale (x Triticosecale Witt.) no outono/inverno, e milheto
[Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] na primavera. Desde 2006, tem sido cultivado soja
em rotacdo com braquiaria ruziziensis ou pousio. O solo € um Latossolo Vermelho
distroférrico (Santos et al., 2006), de textura média, com 67% de areia e 21% de argila.

A caracterizacdo quimica do solo esté apresentada na Tabela 6.
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Tabela 6 — Caracteristicas quimicas do solo em diferentes profundidades antes da
implantacéo do experimento em 1998 (Esteves, 2004).

Profundidade pH2 MOSP Presina® H+Ald K Ca Mg CTCe
cm g kgt mg kgl e mmolc kg1 ---------------
0-5 5,2 21 18 27 2,7 21 13 64
5-10 51 18 16 28 0,7 17 11 57
10-20 4,6 19 5 34 0,6 8 6 48

a pH do solo em solugao de cloreto de célcio.

b Matéria organica do solo estimada de acordo com o teor de carbono do solo.
¢ Fosforo extraido com resina.

d Acidez potencial.

e Capacidade de troca de cations.

As amostras de solo foram coletadas de parcelas com diferentes aplicacfes de
P, com rotacdo de braquiéria, e com pousio durante a entressafra. Os tratamentos
foram compostos pela combinagdo das seguintes aplicacdes de P e sistemas de
cultivo: solo com baixo teor de P proveniente de parcelas sem aplicacdo de P; solo
com alto teor de P proveniente de parcelas que receberam um total de 980 kg ha* de
P20s aplicados na forma de superfosfato triplo (SFT) desde 1998 até 2012; e presenca
ou auséncia de braquiéria cultivada como cultura de cobertura durante a entressafra.
As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0-5 e 0-20 cm em
novembro de 2012, apOs a dessecacdo da braquiaria. Seis sub-amostras de solo
foram aleatoriamente coletadas na camada de 0-5 cm usando uma sonda com 50 mm
de didmetro e entdo compostas em uma Unica amostra por parcela. Trés sub-amostras
de solo foram coletadas na camada de 0—-20 cm de cada parcela usando uma péa para
obter quantidade suficiente de solo para conduzir um experimento em casa de
vegetacao.

Sub-amostras de ambas as profundidades foram secas ao ar e peneiradas em
peneira de malha de 2 mm para as subsequente determinacdes: P extraivel por resina
(Presina), assim como o Ca extraivel por resina (Raij et al., 1986), pH em solucdo de
cloreto de célcio (0,01 mol L), matéria organica do solo (MOS) e acidez potencial
(H+AIl), de acordo com Raij et al. (2001).

2.2.1 Fracionamento quimico do fésforo no solo

Foi realizado a analise de fracionamento do P (Hedley et al., 1982) de acordo
com algumas modificacdes propostas por Condron e Goh (1989). Mais detalhes sobre
0 método de fracionamento do P foram descritos por Gatiboni et al. (2013). Em
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resumo, 0,5 g de solo foram colocados em tubos de centrifuga e submetidos a
seguinte sequéncia de extracao: resina de troca aniénica (RTA) tipo AR-204SZRA (GE
Water & Process Technologies, Pensilvania, EUA), saturada com bicarbonato de
sédio (NaHCOs3) 0,5 mol L%, pH 8,5; NaHCOz3 0,5 mol L1, pH 8,5; hidréxido de sédio
0,1 mol L't (NaOH-0,1); &cido cloridrico 0,1 mol Lt (HCI); e hidréxido de sédio 0,5 mol
Lt (NaOH-0,5). Para evitar o residuo de extratores nas extracdes seguintes, o solo foi
centrifugado com solugdo de NaCl 0,5 mol L apés a retirada de cada extrato, de
acordo com o descrito por Gatiboni et al. (2013). Apos as extracdes, o solo foi seco
em estufa a 50°C, moido em gral de agata, e 0,1 g do solo moido foi submetido a
digestéo nitro-perclorica (HNOs + HCIO4, na proporgéo de 5:3, v/v) para a extragéo do
P residual (P-Residual) (Chen et al., 2000). Uma solucéo padréo (500 mg kg de P)
foi adicionada em algumas amostras para avaliar a eficiéncia de recuperacdo da
digestdo nitro-percldrica, a qual foi de aproximadamente 92%. Os extratos acidos
obtidos com RTA, HCI, e digestéo nitro-perclorica foram usados para determinar as
respectivas fracdes de P inorgéanico (Pi): P-RTA, P-HCI e P-Residual usando o método
do azul de molibdato (Murphy e Riley, 1962). Os extratos alcalinos obtidos com
NaHCOs e NaOH foram divididos em duas aliquotas. Na primeira aliquota de cada
extrato, a concentracdo de Pi foi determinada imediatamente apds a extracdo para
evitar a hidrolise do P orgéanico (Po) presente nestes extratos (Dick e Tabatabai, 1977).
Desta forma, as seguintes fragdes de Pi foram obtidas: Pi NaHCOs, Pi NaOH-0,1 e P;
NaOH-0,5. A segunda aliquota destes extratos foi submetida a digestdo com
persulfato de amonio [(NH4)2S20s] e &cido sulfarico (H2SO4) em autoclave (124°C e
103 kPa por 2 h), para determinacdo do P total (P:) nos extratos. A diferenca entre o
Pt e o Pi corresponde ao P organico (Po) para cada extrato. Sendo assim, foram
obtidas as seguintes fragdes: Pt NaHCOs, Po NaHCO3s, Pt NaOH-0,1, Po NaOH-0,1, Pt
NaOH-0,5 e Po NaOH-0,5. Todas as analises do fracionamento foram realizadas em
triplicata. As concentragdes de P foram determinadas em espectrofotdmetro, modelo
600S (FEMTO, Sao Paulo, Brasil). A soma de todas as fracdes de P foi denominada
P-Total, incluindo o P-Residual. Por meio da comparagédo do P-Total determinado
diretamente de uma amostra antes do fracionamento do P e o P-Total obtido da soma
das fracdes, observou-se uma recuperacao de aproximadamente 80% do P na analise

de fracionamento.
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2.2.2 Calorimetria de titulagéo isotérmica

Amostras de solo coletadas na camada de 0-5 cm de profundidade foram
submetidas as andlises de dessorcao e adsorcéo de P por meio de um calorimetro de
titulac&o isotérmica, modelo CSC 4200 (CSC Inc., Utah, EUA). Amostras da camada
de 0-5 cm foram escolhidas para estas analises porque o SSD resulta em efeitos
sobre a disponibilidade de P mais pronunciados nas camadas mais proximas da
superficie. Titulagbes com solucdes de fosfato monossédico (NaH2POas) foram
realizadas para obter um indicador semi quantitativo da capacidade de sor¢éo do P
juntamente com algum indicador dos mecanismos de sor¢do do P no solo. Além disso,
titulacdes e extragcdes com acido citrico foram realizadas para investigar o potencial
de dessorcdo do P, uma vez que a exsudacdo de &cido citrico por raizes esta
relacionada com o aumento da disponibilidade de P na rizosfera (Jones e Darrah,
1994; Hinsinger, 2001).

O calorimetro de titulacéo isotérmica possui uma sensitividade de deteccéo de
calor de 0.418 pJ e um "nivel de ruido" de + 0.0418 pJ (sinal deconvolucionado). Todas
as amostras foram analisadas com 25 titulagcées de 0,01 mL de titulante em intervalos
de 300 s. Para cada experimento, um “branco” foi determinado pela titulacdo de agua
deionizada, e subtraido das medidas obtidas com as amostras. Para a analise de
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), 50 mg de amostras de solo foram colocadas
em um recipiente de 1,3 mL preenchido com 0,75 mL de agua deionizada. Para
estimar o calor da dessorc¢ao/dissolucao de P, as amostras foram tituladas com 0,001
mol L de &cido citrico (pH 5,5). Para estimar o calor da adsor¢do de P, as amostras
foram tituladas com NaH2POs 0,01 mol L' A taxa de calor quantificada pelo
calorimetro foi plotada de acordo com o tempo na forma de termograma, e a taxa de
calor de cada titulacao foi integrada para produzir uma curva de calor.

Para melhor entender a resposta térmica da adicdo de citrato no solo e em
solucdes, varios experimentos com ITC foram conduzidos titulando acido citrico em
0,75 mL de solucdo de cloreto de aluminio (AICIs). Por meio da modelagem de
especiacao termodinamica (MINTEQAZ2, Allison Geoscience Consultants, Georgia,
EUA) observou-se gque esta titulacdo pode produzir complexos de citrato com Al. Além
disso, uma areia enriquecida com Al, foi preparada em laboratério por meio da adicédo
de Al em areia pura (Acros organics, Nova Jersey, EUA). Essa areia foi também
titulada com acido citrico. Para a produgéo da areia enriquecida com Al, o pH foi

ajustado a 12 com a adicdo de NaOH 0,5 mol L seguida da imerséo na solucéo de
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AlICIz 0,38 mol L por 24 h. Apés drenagem e secagem ao ar, o pH foi ajustado em 6.
Sub-amostras da areia enriquecida foi utilizada para o preparo de uma curva de
adsorcédo de P, por meio da adicédo de 0, 0,01, 0,1, 1, 5, 10, 25,50 e 100 mg L' de P
na forma de fosfato monopotéssico (KH2POa4), em uma proporgédo de solo:solugéo de
1:15. ApoOs 24 h, as sub-amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 10 min, filtradas
com membrana de filtro (0,45 um) e o teor de P foi determinado por espectrometria de
emissao atdmica com fonte de plasma indutivamente acoplado (inductively coupled
plasma - atomic emission spectrometry - ICP-AES). A diferenga entre a concentragao
de P na solucéo inicial e final equivale ao P adsorvido. Usando a relacdo entre a
concentracdo de P na solucado final e a quantidade de P adicionado na areia, foi
realizada aplicacdo de P para obter uma concentracdo na solugdo de 1 mg L' de P
na areia enriquecida com Al.

Uma extracdo complementar com acido citrico foi conduzida para simular a
titulacdo no calorimetro, usando a mesma razéo solo:solucédo e tempo de equilibrio.
Para essa extracéo, 1 g de solo foi colocado em tubos falcon de 50 mL preenchidos
com 15 mL de agua destilada e titulados com &cido citrico 0,001 mol L (pH 5,5),
adicionando 0,2 mL do titulante em intervalos de 300 s. As solucfes obtidas a cada
300 s foram centrifugadas em seguida a 3000 x g por 10 min, filtradas com membrana

de 0,45 um, e analisadas para a determinacédo de P, Ca, Al e Fe, por ICP-AES.

2.2.3 Experimento em casa de vegetacéao

Plantas de milho foram utilizadas como uma forma direta de quantificar o efeito
da braquiaria na biodisponibilidade de P no solo. O milho foi escolhido ao invés da
soja porque € geralmente considerado mais responsivo ao P no solo do que a soja.
Optou-se por um experimento em casa de vegetacao ao invés de um experimento em
campo para obter uma maior precisdo na amostragem do solo rizosférico. O milho foi
cultivado em vasos de 6 L preenchidos com 7 kg de solo provenientes do experimento
de campo. O solo coletado na camada de 0—20 cm de profundidade no experimento
de campo foi seco ao ar e peneirado em malha de 4 mm para remocao de raizes,
pedras e torrdes. Cinco sementes de milho foram semeadas em cada vaso e duas
plantas foram mantidas ap6s a emergéncia. Aos 35 dias ap6s a emergéncia, as
plantas foram colhidas, as raizes foram separadas da parte aérea, o solo aderido as
raizes foi cuidadosamente separado e analisado (solo rizosférico). A extracdo do P

com resina (Presina) (Raij et al., 1986) foi realizada em amostras de solo antes do cultivo
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do milho e no solo rizosférico. O fracionamento do P também foi realizado como
previamente descrito, e foi calculada a diferenca na concentracdo do P (AP) entre as
amostras coletadas antes do cultivo do milho e no solo rizosférico (AP = concentracdo
do P no solo rizosférico — concentracdo de P antes do cultivo do milho).

Apds a amostragem do solo rizosférico, as raizes foram lavadas e
armazenadas em solucdo com etanol (50%) a 5°C. O comprimento e diametro médio
das raizes foram determinados com o programa WinRhizo versdo 3.8-b (Regent
Instrument Inc., Quebec, Canada), ap0s a digitalizacdo de imagens por meio de
scanner de leitura otica, na resolucéo de 300 pontos por polegada (dpi). Em seguida,
as amostras de raiz e parte aérea foram secas em estufa de aeracéo forcada (65°C)
para determinacédo do peso de matéria seca, e depois moidas e peneiradas em malha
de 1 mm para determinacdo da concentracdo e acumulo de P, de acordo com o

descrito por Malavolta et al. (1997).

2.2.4 Analise estatistica

Todos os dados das andlises de solo do experimento de campo e
fracionamento do P, assim como as analises de solo e planta do experimento de casa
de vegetacdo foram submetidos a analise de homogeneidade de variancia pelo teste
de Levene. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste
F (p < 0,05), seguindo o delineamento de blocos inteiramente casualizados no
esquema fatorial 2 x 2, com 4 repeticbes, e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05), utilizando o software SAS, versao 9.4 (SAS Inst., Carolina do
Norte, EUA). Os resultados da calorimetria de titulacdo isotérmica foram plotados na
forma de taxa de calor de acordo com o tempo. Para cada periodo de titulacao, a taxa
de calor foi integrada para producédo de termogramas, os quais foram plotados na
forma de calor produzido (ou consumido) de acordo com o numero de titulacées. Os
dados de calor obtido versus o numero de titulacbes foram ajustados a equacodes
logaritmicas usando o software SigmaPlot, versdo 11 (Systat Software Inc., California,
EUA).
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2.3 Resultados
2.3.1 Analise inicial do solo

O teor de Presina foi maior ap6s o cultivo de braquiaria do que ap6s 0 pousio
para o tratamento com aplicagdo de P na camada de 0-5 cm (Figura 3a). Porém, para
0 solo sem aplicacdo de P, o pousio resultou em maior teor de Presina do que a
braquiaria. Na camada de 0-5 cm do solo, a MOS foi maior apés a braquiaria do que
apos o pousio, com 19,6 e 16,0 mg dm3, respectivamente. O teor de Ca no solo foi
maior com a aplicacao de fertilizantes fosfatados, sendo observado as médias de 47,5
e 38,8 mmolc dm= no solo com e sem aplicacéo de P, respectivamente. Ndo houve
diferenca no pH e na acidez total do solo, os quais tiveram médias de 5,9 e 19,5 mmolc

dm3, respectivamente.

_(a) 0-5cm (b) 0-20cm
‘w 80 | 30 4 Aa
® Aa 25 |
E 60 Ba Ba
Q. 20 1
S
*{o';. 40 15 1
S .| Bb Ab 101 ap Ab
€ 5 |
8
§ 0 0
Braquiaria Pousio Braquiaria Pousio

[ Semaplicagdode P [ Com aplica¢do de P

Figura 3 — Concentracéo de fosforo (P) extraido com resina (Presina) nas camadas de
0-5 cm (a) e 0-20 cm (b), em funcdo do cultivo de braquiaria na entressafra e
aplicacdo de P. Médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente
diferentes entre si (Tukey, p < 0.05). Letras mailsculas comparam o solo cultivado
com braquiaria ruziziensis e o solo em pousio, e letras mindsculas comparam a
aplicacao de P.

Resultados semelhantes foram obtidos nas amostras coletadas na camada 0—
5 e de 0—20 cm de profundidade. As amostras coletadas na camada de 0—-20 cm nas
parcelas com braquiaria tiveram maior teor de MOS do que o pousio, com médias de
15,4 e 12,5 mg dm3, respectivamente. Nenhuma diferenca foi observada entre a
braquiaria e o pousio para o pH e acidez potencial, com médias de 4,9 e 39,7 mmolc
dm3, respectivamente. Porém, houve uma interacdo da braquiaria e aplicacdo de P
para a concentracdo de Presina. O Presina fOi maior apds a braquiaria do que o pousio

em solo com aplicacdo de P (Figura 3b). O teor de Ca foi maior no solo com aplicacéo
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de P do que no solo sem aplicagdo de P, com médias de 19,4 e 20,7 mmolc dm3,
respectivamente.

A braquiaria resultou em maior teor de diversas fracdes de P na camada 0-5
cm do que o pousio, independentemente da aplicacao de P (Figura 4a). As fracdes de
P tipicamente consideradas labeis (P-RTA, P-NaHCOs3), moderadamente labeis (P+-
NaOH 0,1) e pouco labeis (Pi-NaOH 0,5) foram maiores ap0s a braquiaria do que o
pousio. O efeito da braquiaria sobre as formas de P do solo parece ndo estar
relacionado com a aplicacdo de P, uma vez que nao houve interacdes da braquiaria
com a aplicacéo de P. Praticamente todas as fracdes de P tiveram maior concentracéo
no solo com aplicacdo de P do que o solo sem aplicacdo de P, exceto para o Po.-NaOH

0,5, o qual néo foi afetado pela aplicacao de P (Figura 4b).

250 -
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- Pousio
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1 1

e [
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[ Com aplicagdo de P

EPPo PY uﬂ

> 0> 0> oY

& > 0O a0

R ’$’<§e‘ f$’5\e\ &’6\(\ ’$ ’$’a $® \xa &’a \\\'50\(\ R
K N Ro K S Qo K L4 Ro

Concentragdo de P (mg kg-l)

Figura 4 — FracOes de fosforo (P) no solo na camada de 0-5 cm de profundidade, em
funcdo do cultivo com braquiaria ruziziensis ou pousio (a), e de acordo com a
aplicacdo de P (b). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (Tukey, p < 0,05), para cada fragéo.
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2.3.2 Dessorcao do fésforo no solo

A titulacdo com &cido citrico resultou em reacdes inicialmente exotérmicas, mas
que foram tornando-se cada vez mais endotérmicas a cada titulacdo adicional. O
termograma obtido da titulacao de &cido citrico em solo sem aplicacéo de P e cultivado
com braquiaria teve uma reducéo continua nas reacfes exotérmicas, com o balanco
final das reacdes exibindo pouca absorcéo ou liberacéo de calor (i.e., proximo de zero)
(Figura 5a), enquanto que o termograma do solo sob pousio e também sem aplicacao
de P teve uma predominancia de picos endotérmicos (Figura 5c). A curva de calor
obtida com titulacbes de acido citrico no solo sem aplicacdo de P e cultivado com
braquiaria, permaneceu negativa (i.e., exotérmica) durante todas as titulacdes (Figura
5b), enquanto que o solo em pousio sem aplicacao de P resultou em valores positivos
(i.e. endotérmico) apos 10 titulacdes (Figura 5d). O termograma das titulagdes com
acido citrico em solo com aplicacdo de P e cultivado com braquiaria, foi
predominantemente exotérmico (Figura 5e), com um balanco final exotérmico (Figura
5f). Ja o solo com pousio resultou em reacfes exotérmicas que inicialmente foram
reduzidas com cada titulacdo, desenvolvendo reacfGes endotérmicas apds 10
titulacdes (Figura 5g), e teve um balanco final endotérmico e proximo de zero (Figura
5h). A partir da extragcdo complementar com &cido citrico do solo que nao recebeu a
aplicacao de P, conduzida com o propadsito de simular as titulagdes com o calorimetro,
observou-se que o solo com braquiaria teve uma menor quantidade de P e Ca
liberados apds 25 titulagdes em comparacdo com o pousio (Figura 6). As
concentracfes de Fe e Al foram similares, enquanto que o dobro de Ca foi liberado no

solo com pousio do que no solo com braquiaria.
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Figura 5 — Termogramas obtidos com a titulacéo de &cido citrico (0,001 mol L1) em
solo cultivado com braquiéria ruziziensis sem aplicacdo de P (a), mantido em pousio
sem aplicacéo de P (c), cultivado com braquiaria com aplicacéo de P (e), e mantido
em pousio com aplicacdo de P (g). Curvas de calor obtidas com a integracdo dos
termogramas estdo apresentadas ao lado direito de seus respectivos termogramas

emb,d, feh.
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cultivo de braquiéria ruziziensis ou pousio, em solo sem aplicagdo de fosforo.

A especiacado das solucdes obtidas apoés as titulacdes teve o mesmo padrao
obtido nos termogramas; quando o Al livre e as espécies de 6xidos de Al na solucéo
foram consumidas pela complexacdo com citrato, as reac¢bes endotérmicas
diminuiram até que praticamente todo o Al na solucéo fosse complexado. A partir da
especiacdo com MINTEQAZ2 observou-se que a formacédo de citrato de Al foi
praticamente completa apos as 25 titulacdes (Figura 7). Por outro lado, a titulacdo com
acido citrico na areia enriquecida com Al (Figura 8) e na areia com Al e P (Figura 9)

foi inicialmente exotérmica, mas com as reacdes mais endotérmicas a cada titulacao,

eventualmente com balanco de reacdes proximo de zero.
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Figura 7 — Termograma obtido com a titulacdo de acido citrico (0,001 mol L) em

solucéo de cloreto de aluminio (AICIs) 0,1 mmol L (a), e curva de calor obtida pela
integracao do termograma (b).
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Figura 8 — Termograma obtido com a titulacdo de &cido citrico (0,001 mol L'1) em areia

enriquecida com aluminio (Al) (a), e curva de calor obtida pela integracdo do
termograma (b).

—_
Q

~
[o°)

-1
Taxa de calor (uJ s )
N

'
N
o L

B [}
L L

o
L

Titulagdo de acido citrico em areia + Al +P

exotérmico
endotérmico
20

25
Numero de titulagoes

(b) 80 -
40

01

endotérmico
L]

-40 1
-80 1
-120
-160
-200 -

Calor (puJ)

° 20 ° 25

exotérmico

Figura 9 — Termograma obtido com a titulacéo de &cido citrico (0,001 mol L'') em areia

enriquecida com aluminio (Al) e fésforo (P) (a), e curva de calor obtida pela integracao
do termograma (b).
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2.3.3 Adsorcéo do fosforo no solo

As primeiras titulagdes com NaH2PO4 no solo cultivado com braquiaria foram
altamente exotérmicas, independentemente da aplicacdo de P no solo. A primeira
titulacdo no solo cultivado com braquiaria resultou na liberacdo de -645 pJ (Figura
10b) e -504 pJ (Figura 10f) de calor para o solo sem e com a aplicacédo de P,
respectivamente. Por outro lado, a primeira titulacdo no solo em pousio sem e com a
aplicacao de P, resultou na liberacdo de apenas -245 pJ (Figura 10d) e -371 pJ (Figura
10h), respectivamente.

Diferentemente do solo cultivado com braquiaria (Figura 10a), o pousio resultou
em pequenos picos exotérmicos em solo sem aplicacao de P (Figura 10c), comparado
com o solo com aplicacdo de P (Figura 10g). O balanco de calor quantificado para o
solo cultivado com braquiaria sem P (Figura 10b) foi mais exotérmico do que
endotérmico do que o solo em pousio sem aplicacdo de P (Figura 10d). Quando a
braquiaria foi cultivada em solo com aplicacdo de P (Figura 10e) menores diferencas
foram observadas entre braquiaria e pousio do que no solo sem aplicacdo de P,
apesar de que a braquiaria em solo com aplicacdo de P resultou em mais reacdes

exotérmicas apos as titulagcdes com P do que o pousio (Figura 109).
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Figura 10 — Termogramas obtidos com a titulacdo de fosfato monossodico (0,01 mol
L-1) em solo cultivado com braquiaria sem aplicacéo de P (a), mantido em pousio sem
aplicacdo de P (c), cultivado com braquiaria ruziziensis com aplicacao de P (e), e
mantido em pousio com aplicacao de P (g). Curvas de calor obtidas com a integracéo
dos termogramas estdo apresentadas ao lado direito de seus respectivos
termogramas em b, d, fe h.
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2.3.4 Cultivo do milho

O cultivo de braquiaria antes do milho néao teve efeito na producdo de matéria
seca do milho. J& a auséncia de aplicacdo de P no solo resultou em menor peso de
matéria seca de raizes e parte aérea do que o solo que recebeu aplicacbes de P
(Tabela 7). Tanto o comprimento quanto o diametro médio das raizes de milho foram
afetados apenas pela aplicacdo de P. O comprimento total de raizes por vaso foi em
média 307 e 954 m, para o solo sem e com aplicacdo de P, respectivamente. O
didmetro médio das raizes de milho foi de 0,26 e 0,23 mm, para solo sem e com
aplicacao de P, respectivamente. O teor de P na parte aérea do milho foi menor em
solo cultivado com braquiaria do que pousio, com médias de 1,95 e 2,72 mg kg™,
respectivamente. A concentracdo de P nas raizes nédo foi afetada por nenhum dos
tratamentos, sendo em média 0,76 g kgt. O acumulo de P total e na parte aérea do
milho foi menor em solo previamente cultivado com braquiaria do que no solo com
pousio, e também menor no solo sem aplicacdo de P do que no solo com P (Tabela
7).

Tabela 7 — Peso de matéria seca de parte aérea, raiz e total de plantas de milho aos
35 dias apos a emergéncia, em funcdo do cultivo de braquiaria ruziziensis na
entressafra e teor de P no solo.

Teor de P no solo

Entressafra - Média
Baixo Alto
——————————————————— Peso de matéria seca da parte aérea (g vaso?) -----------------

Braquiaria 2,3 7,5 4,9ns
Pousio 2,4 8,7 5,3ns
Média 2,3a2 8,1b

————————————————————— Peso de matéria seca das raizes (g vaso?) ---------------------

Braquiaria 1,7 4,1 2,9ns
Pousio 1,9 4,3 3,1ns
Média 18a 4,2 b

Peso de matéria seca total (g vaso™)

Braquiaria 3,8 11,4 7,6
Pousio 4,4 13,3 8,8 s
Média 4,1b 12,3 a

AcUmulo de P na parte aérea (mg vaso?) ------------=-=-------

Braquiaria 3,7 17,0 10,4 B
Pousio 5,8 26,3 16,0 A
Média 4,7b 216a

Acumulo de P nas raizes (mg vaso)

Braquiaria 0,9 3,1 2,0ns
Pousio 1,1 5,2 3,2ns
Média 10a 4,2 b

Acumulo total de P (mg vaso?)

Braquiaria 45 20,0 12,2 B
Pousio 6,9 31,8 19,3 A
Média 57b 259 a

a Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na linha e maildsculas na coluna séo
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). "s N&o significativo.
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2.3.5 Solo rizosférico

A diferenca (AP) obtida nas fracfes de P entre as amostras coletadas antes e
apos o cultivo do milho pode ser interpretada como o balanco da absorcao de P pela
planta, ou transformacédo do P de um sitio para outro (valores negativos). Algumas
interacOes da aplicacdo de P no solo e cultivo de braquiaria foram observadas (Figura
11). Houve uma menor reducdo do P-RTA no solo cultivado com braquiaria do que
mantido em pousio, com aplicagéo de P, enquanto que no solo sem aplicagéo de P,
houve uma maior redu¢do do P-RTA no solo cultivado com braquiaria do que no
pousio (Figura 11a). A concentracdo total de P extraido com NaOH 0,1 mol L*
aumentou na rizosfera apenas quando a braquiaria foi cultivada em solo com
aplicacdo de P (Figura 11b). O P, extraido com NaOH 0,1 mol L* aumentou em todos
0s tratamentos, mas ainda mais no solo com aplicag¢éo de P e cultivado com braquiaria
(Figura 11c).

(a) P-RTA (b)  peNaOH 0,1 (€} py-NaOH 0,1
40 40 A 40 -
| =1 Sem aplicagéo de P | |
30 B Com Aplicagéo de P 30 30
220 - 20 | 20 | Ba
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- Aa .
Ba
-10 1 -10 1 10 |
0 Ab Bb 0 10
Braquiaria ~ Pousio Braquiaria  Pousio Braquiaria  Pousio

Figura 11 — Diferenca na concentracao de fosforo (AP) entre as fracdes de P no solo
da rizosfera do milho e o solo antes do cultivo do milho, em funcdo do cultivo de
braquiaria ruziziensis e aplicacdo de P. Teor de P extraido com resina de troca
anibnica (RTA) (a), P total (b), e P orgéanico (c), extraidos com hidréxido de sédio 0,1
mol Lt (NaOH 0,1). Médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente
diferentes entre si (Tukey, p < 0.05). Letras maiusculas comparam o solo cultivado
com braquiaria e o0 solo em pousio, e letras minUsculas comparam a aplicacéo de P.

Para algumas outras fragdes, ndo houve interagcdes (Figura 12a).
Independentemente do cultivo prévio de braquiaria ou do pousio, as quantidades de
Pt e Po extraidos com NaHCOs3 foram maiores nas amostras de solo rizosférico do que
nas amostras coletadas antes do cultivo de milho (Figura 12a). Porém, ou o P foi
menos absorvido pelo milho ou outras formas de P foram transformadas em formas
extraidas nas fragdes Pi-NaHCOs e Po-NaHCOs na rizosfera do milho sob solo

previamente cultivado com braquiaria em compara¢cdo com o pousio. A braquiéria
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também resultou ou em menor absorcdo de P pelo milho ou maior transformacgéo do
P em formas labeis (soma do P extraido por resina e NaHCO3s) em comparacdo com

0 pousio.
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Figura 12 — Diferenca na concentracao de fésforo (AP) entre as fracdes de P no solo
da rizosfera do milho e o solo antes do cultivo do milho, em funcdo do cultivo de
braquiéria ruziziensis e aplicacdo de P. Fésforo total (Pt), inorganico (Pi) e orgéanico
(Po) extraidos com bicarbonato de sédio (NaHCOg3), fracdo labil de P representada
pela soma das fracGes de P extraidas com resina de troca aniodnica (RTA) e NaHCO3
(RTA + NaHCO:3), e Pi extraido com hidréxido de sédio 0,5 mol L** (NaOH 0,5) (a).
Fosforo inorganico extraido com NaOH 0,1 mol L (NaOH 0,1), P extraido com &cido
cloridrico (HCI), P residual e P total obtido com a soma de todas as fracfes (b). Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05),
para cada fracao.

As formas de Pi extraidas com NaHCOs e NaOH 0,5 mol L tiveram uma maior
absorcao pelo milho, ou foram transferidas para outros sitios de P, no solo cultivado
com braquiaria do que em pousio (Figura 12a). Com respeito as diferencas entre solos
com e sem aplicacdo de P, as formas de P obtidas nas fracdes Pi-NaOH 0,1, P-HCl e
P-Residual foram mais biodisponiveis para o milho ou foram transferidas para outros
sitios ndo extraidos com estas fracdes, principalmente no solo que recebeu aplicacdo
de P (Figura 12b). A soma de todas as fracdes, incluindo o P-Residual (P-Total), foi
menor na rizosfera do milho para ambos os solos com e sem aplicagéo de P; porém,
o cultivo de braquiaria ndo afetou o P-Total na rizosfera de milho em comparacédo com
o pousio. Desde que o P-Total foi obtido por meio de célculos, e o fracionamento do
P é um método que pode resultar em erros acumulativos, as variagdes nos teores das

fracdes pode resultar em menores chances de obter diferengas significativas no P-
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Total. Ndo houve efeito dos tratamentos no P: e Po extraidos com NaOH 0,5 mol L1,

com médias de 19,7 e 15, 1 mg kg, respectivamente.

2.4  Discusséo
2.4.1 Acumulo de fosforo no milho e indicadores da labilidade de fosforo

O aumento das formas labeis de P, como 0 observado na extracdo com resina
e na analise de fracionamento, tem sido associado com o aumento da MOS (Almeida
et al., 2003). De acordo com Pavinato e Rosolem (2008), o aumento da MOS assim
como a exsudacdo de AO pela braquiaria podem resultar em aumento da
concentracdo de formas labeis de P. De acordo com o observado no fracionamento
do P, a braquiaria também aumenta os teores de P extraidos por NaOH 0,1 mol L.
Apesar do P extraivel por NaOH 0,1 mol L! ser interpretado como o P ligado ao Fe e
Al (Cross e Schlesinger, 1995), alguns autores observaram que esta fracdo pode ser
importante na nutricho das plantas, principalmente em solos altamente
intemperizados, desde que esta fragdo atua como um tampao no ressuprimento do P
extraivel por RTA e NaHCOs (Olibone e Rosolem, 2010). Porém, assim como o
observado em experimento de campo com o cultivo de soja apos a braquiaria (Almeida
et al., 2018b), a nutricdo de P por plantas de milho também foi prejudicada no presente
estudo, o que é um indicativo de que este efeito na disponibilidade de P nao é restrito
apenas a plantas de soja. No presente estudo, a concentragdo total de P e na parte
aérea do milho foi aproximadamente 30% menor quando o solo foi cultivado com
braquiaria do que apO6s o pousio. Estes resultados séo contrastantes com o0s
resultados da analise de P no solo com resina e de fracionamento do P, o que suporta
a hipétese de que estas extracbes nem sempre resultam em uma estimativa da real
biodisponibilidade de P em solo previamente cultivado com braquiaria. Por outro lado,
os resultados da extracdo com citrato e o calor das rea¢des de sorcdo tiveram uma
melhor correlacdo com o P absorvido pelas plantas de milho. A menor absorcéo de P
pelo milho que resultou em menor concentracéo de P na parte aérea em solo cultivado
com braquiaria ndo ocorreu em funcdo de um menor desenvolvimento de raizes, uma
vez que ndo foram observadas diferengcas no comprimento e didmetro médio das
raizes. Isto € bastante interessante, pois apesar das altera¢des na distribuicdo das
formas de P no solo promovidas pela braquiaria resultar em formas de P
aparentemente disponiveis (de acordo com a analise de solo com resina e extracao

sequencial de P), estas ndo séo acessiveis pelas plantas.
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2.4.2 Ouso do ITC na avaliacdo da disponibilidade de fosforo no solo

A titulacéo de citrato em solucdo com Al com o propésito de criar complexos de
citrato de Al na solucéo foi endotérmica, o que suporta as medidas realizadas por Wu
et al. (1997). Independentemente da concentragcdo de Al na solugdo testada, o
experimento de simulacdo da titulagdo com posterior especiacdo de ions
correspondeu as reacfes endotérmicas que desaparecem quando ndo sdo mais
formados os complexos de citrato e Al (Figura 7). Por outro lado, a titulagao de citrato
em areia com Al foi claramente exotérmica (Figura 8). E importante notar que a
titulacdo de citrato na areia com Al e P (Figura 9) resultou em um menor grau de
exotermia do que a titulacdo da areia apenas com Al (Figura 8). A partir disso, sugere-
se que a troca de ligantes do citrato com cargas variaveis de minerais de Al foi inibida
pelo P que ja estava ocupando os sitios destes minerais. Geelhoed et al. (1998)
mostraram que quando o fosfato e o citrato competem pela troca de ligantes em solos
e em minerais puros de oOxidos de Fe, o fosfato € um competidor mais efetivo.
Similarmente, foi observado em varios estudos que os sitios de ligacdo do P e citrato
sdo semelhantes e a maioria destes estdo associados com a troca de ligantes nas
superficies de 6xidos de Fe e Al (Jones e Kochian, 1996; Jones e Brassington, 1998).

Para os termogramas e curvas de calor obtidos ap6s as titulagcdes com citrato,
padrdes contrastantes foram observados entre o solo cultivado com braquiaria ou
mantido em pousio. No geral, a titulagdo com citrato resultou em reacdes inicialmente
exotérmicas que sao gradativamente reduzidas enquanto que as reacles
endotérmicas aumentam. Reacfes exotérmicas sao frequentemente um indicativo de
troca de ligantes em minerais de cargas variaveis, como previamente reportado com
a titulacdo de F, DNA e P (Miltenburg e Golterman, 1997; Rhue et al., 2002; Penn e
Warren, 2009). Assim como o observado neste estudo, a troca de ligantes do citrato
com a areia com Al também foi exotérmica. Reacbes exotérmicas também tem sido
um indicativo da precipitacéo de fosfatos de Ca e dissolucéo de fosfatos de Fe e Al,
enquanto que as reacfes endotérmicas podem ser um indicativo da dissolugdo de
fosfatos de Ca e precipitacao de fosfatos de Fe e Al (Rhue et al., 2002; Penn e Warren,
2009; Penn e Zhang, 2010). Vale a pena mencionar que varias destas reagdes
geralmente ocorrem simultaneamente, o que € evidente nas observacdes dos picos e
vales resultados de cada titulagéo nas Figuras 5, 8, 9 e 10.

Combinando as medidas obtidas no calorimetro com a titulagcdo de acido citrico

no solo sem aplicagcdo de P, com a concentragcdo na solugao correspondente na
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simulacéo da titulacdo, os extratos dos solos cultivados com braquiaria ou em pousio
possuem quantidades semelhantes de Fe e Al; porém, mais P e Ca foram extraidos
do solo em pousio (Figura 6). Apds as 25 titulagdes, houve 8,5 e 13,5 mg kgt de P, e
cerca de 100 e 200 mg kg? de Ca extraidos dos solos com braquiaria e pousio,
respectivamente. Novamente, as diferencas em P extraido por citrato concordam com
a biodisponibilidade de P para o milho: menor absorcédo de P pelo milho em solo
previamente cultivado com braquiéria. Por meio da plotagem do calor das titulacdes
com &cido citrico versus a concentracao na solucéo resultante das titulagdes, observa-
se duas tendéncias opostas: aumento ou reducdo das concentracdes de Fe, Al, P e
Ca com o calor produzido acumulado (Figura 6). Outra vez, isto € um indicativo de que
diferentes processos ocorrem no solo com braquiaria comparado com o pousio. Para
a titulacdo com &cido citrico no solo sem aplicacdo de P, as reacdes exotérmicas
parecem ser associadas com a liberacdo de P, enquanto que no solo em pousio a
liberacdo de P parece ser mais associada com reacdes endotérmicas.

O maior grau de reagfes exotérmicas e endotérmicas produzidas pela titulacéo
com &cido citrico nos solos com braquiaria e pousio, respectivamente, é um indicativo
de que ha mais complexacao de Al (e potencialmente mais Fe) com citrato na solugéo
do solo com pousio (reacdes endotérmicas), enquanto que o solo com braquiaria
possui maior adsorcao do citrato (reacdes exotérmicas). O solo com braquiaria pode
ter menor complexac¢ao do Al com citrato na solucao devido a presenca de compostos
organicos que ja devem ter o Al e o Fe complexados em si (Berggren e Mulder, 1995).
E importante considerar que a troca de ligantes do citrato com os 6xidos de Fe e Al
podem liberar o P na solucdo (Geelhoed et al., 1998; Jones e Brassington, 1998).
Outra reacdo exotérmica que poderia liberar P na solucao, e adicionalmente Fe e Al,
€ a dissolucao de fosfatos de Fe e Al, a qual pode ser também promovida pelo citrato.
As reacdes endotérmicas associadas com a liberacdo de P no solo em pousio pode
ter sido associada com a dissolucdo de fosfatos de Ca, a qual se sabe que é
endotérmica (Penn e Zhang, 2010). Isto é plausivel desde que a titulacdo com citrato
no solo em pousio liberou quase o dobro de Ca em comparagcdo com o solo com
braquiaria. Devido a acidez da solugdo com &cido citrico (pH 5,5), o fosfato de Ca
pode ser facilmente dissolvido na solucdo, ja que a solubilidade dos minerais de
fosfato de Ca aumenta com a reducdo do pH. Tem sido mostrado que acidos
organicos aumentam a dissolucédo de fosfatos de Ca, e oxidos de Fe e Al ligados a

fosfatos (Earl et al., 1979; Fox et al., 1990). Contudo, isto levanta a questdo do porqué
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0 solo com pousio pode ter mais dissolucdo de fosfatos de Ca, enquanto que o solo
com braquiéaria pode ter mais troca de ligantes com citrato. Uma hipétese é que desde
qgue o solo com braquiéria contém mais matéria organica do que o solo em pousio
(Tabela 2), isto pode ter promovido mais superficies para troca de ligagcbes com o
citrato sem necessariamente reduzir a adsor¢cao do P nativo para a solucédo do solo.
A baixa disponibilidade de P determinada pela titulagdo com acido citrico e a menor
absorcao de P pelas plantas de milho podem estar relacionadas com as formas de Po
no solo, potencialmente fitatos, os quais possuem baixa disponibilidade e solubilidade
(Berg e Joern, 2006; Giaveno et al., 2010). Compostos de fitato com Fe e Al, sao
particularmente insolGveis comparados com fitatos de Ca e Na (Dao, 2003; 2004; He
et al., 2006). Além disso, hidréxidos de metais amorfos podem adsorver e proteger o
fitato da hidrélise enzimética (Dao, 2004). Esta forma de Po é extraida com NaOH
(Warren et al., 2008). E importante notar que a fracdo Po-NaOH 0,1 foi
significativamente maior no solo cultivado com braquiaria do que no pousio (Figura
11a). Com relacdo a dissolucdo do fosfato de Ca, apesar da fracdo P-HCI néo
apresentar diferencas, sugerindo que os solos com braquiaria e pousio ndo possuem
diferencas para o teor de fosfatos de Ca, talvez o impacto do cultivo da braquiaria no
P do solo tenha resultado na transferéncia do P para outros sitios ndo associados com
Ca.

Os solos com braquiaria ndo so6 liberam menos P, quanto também possuem
maior capacidade de adsorver o P do que o solo em pousio, o que também ajuda a
explicar as observacdes feitas sobre a menor absorcdo de P pelo milho no solo
cultivado com braquiaria, mesmo apresentando maior concentracdo de P extraido
com resina. O menor padrdo exotérmico obtido apés as titulagdes com NaH2POa4 no
solo em pousio (Figuras 10c e 10g) sdo um sinal de uma menor adsor¢do de P nas
particulas do solo em comparag¢do com o solo cultivado com braquiaria (Figuras 10a
e 10e). Quando o NaH2PO4 é titulado em solos acidos com minerais de carga
variaveis, as reacdes sao inicialmente bastante exotérmicas, e diminuem com cada
titulacdo subsequente, representando a reducdo da troca de ligantes com o fosfato
uma vez que os sitios de adsor¢éo do solo se torna saturado com P (Penn e Warren,
2009; Lyngsie et al., 2014; Penn et al., 2014). Se o pH é baixo e o P € adicionado em
guantidades suficientes, as reacfes endotérmicas serdo desenvolvidas, indicando
assim a precipitacado dos fosfatos de Fe e Al (Penn e Zhang, 2010; Lyngsie et al.,

2014). O solo cultivado com braquiaria sem aplicagdo de P titulado com NaH2POa4
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exibe uma alta capacidade de adsorcéo de P, evidenciado pelas reacdes exotérmicas
durante todas as 25 titulagdes (Figura 10a), e um menor grau de reacdes exotérmicas
guando houve aplicacdo de P (Figura 10e). Isto parece ser uma consequéncia dos
minerais de carga variavel mais saturados com P no solo que recebeu aplicacdo de
fertilizantes fosfatados do que no solo sem aplicacdo destes fertilizantes. Com respeito
as diferencas no balanco térmico com as titulagcdes de P nos solos com braquiaria e
pousio, o maior teor de MOS no solo com braquiaria pode ter aumentado a habilidade
dos oxidos de Fe e Al em adsorver o P, o que explica o porqué que a capacidade de
adsorcao de P foi maior apds a braquiaria. Ainda, enquanto que o solo em pousio
parece ser capaz de liberar mais fosfatos de Ca para a solu¢cdo com a adicdo de citrato
do que o solo com braquiaria, esta dissolucao pode também ter ocorrido no solo com
braquiaria; porém, este P solubilizado pode ter sido imediatamente adsorvido nos
minerais de Fe e Al, tornando-se novamente indisponivel. Isto é suportado pelo grande
grau de troca de ligacdes de P (reacBes exotérmicas) observado na titulagéo de P no
solo com braquiéaria, o que também ajuda a explicar a menor absorcdo de P pelo milho
em solo previamente cultivado com braquiaria.

Alguns pesquisadores tem observado que a MOS e AO podem inibir a
cristalizacdo de oxidos de Fe e Al, e promover a formacao de o0xidos nao cristalinos,
com maior area superficial e porosidade (Singer e Huang, 1990; Violante e Huang,
1992), aumentando a adsorgao de P nos minerais de Al (Borggaard et al., 1990). De
acordo com Borggaard et al. (1990), a MOS afeta a adsor¢céo de P indiretamente pela
inibicdo da cristalizacdo dos 6xidos de Al, resultando em éxidos pouco cristalinos com
alta capacidade de adsorcéo de P. Hui et al. (2015) também observaram um aumento
na adsorcédo de P em complexos de Fe e &cidos humicos, principalmente em pH alto.
Analisando solos arenosos, Debicka et al. (2016) demonstraram um aumento na
dessorcdo de P apos a remocado da MOS. A maior adsorcao de P, menor dessorcéo
de P, e reducdo da absorcdo de P pelo milho em solo previamente cultivado com
braquiaria versus o solo em pousio pode ser em partes devido ao maior conteudo de
MOS no solo com braquiaria, que interage com a grande quantidade de sesquioxidos

no solo deste presente estudo.
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2.4.3 Mudancas nos sitios de fésforo no solo com o cultivo de milho

Espera-se que ocorra uma grande reducdo no teor de P no solo rizosférico
devido a baixa concentracdo de P na solu¢édo do solo e a pequena contribuicdo do
fluxo de massa para a absorcdo de P pela planta, gerando um gradiente de
concentracdo, uma forca que governa a difusdo do P em direcéo as raizes. Mudancas
no teor de P na rizosfera ocorrem em funcdo da demanda da planta e o suprimento
do P do solo (Jungk et al., 2002). Como esperado, a diferenga na concentragéo de P
apos o crescimento do milho foi evidente para o P-RTA tanto no solo com braquiaria
quanto em pousio. Em geral, o Pi extraido com NaOH 0,5 mol L' e NaHCO:s foi
biodisponivel, como observado nas reducdes destas fracdes na rizosfera do milho.
Similarmente, o P extraido nas fracdes P-Residual, P-HCI, e o Pi-NaOH 0,1 e 0,5, foi
também biodisponivel ou transferido para outros sitios.

O Po extraido com NaHCOs e NaOH 0,1 mol L néo foi biodisponivel, enquanto
que o Pi extraido por estes mesmos extratores foi biodisponivel para o milho. Além
disso, a reducédo destas fracbes de Po na rizosfera do milho foi menor no solo
previamente cultivado com braquidria do que no pousio. Isto suporta a prévia
observacédo que o solo cultivado com braquiaria parece adsorver e dessorver o P de
uma forma diferente do solo em pousio, por razbes relacionadas com os teores de
MOS. O impacto da MOS na dindmica do P neste estudo parece ser devido a maior
guantidade de Po recalcitrante, provavelmente fitatos protegidos pelos sesquidxidos
(afetando a dessorcédo), que sédo extraidos com NaOH e NaHCOs, assim como as
mudancas nas superficies dos minerais devido as interacdes da MOS com os 6xidos
(afetando a adsorcao). Isto pode ajudar a elucidar a menor absorcdo de P pelo milho
em solo previamente cultivado com braquidria como um reflexo da menor
disponibilidade de P devido a baixa dessor¢éo e maior adsorcao de P neste solo. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar a extracdo do P com resina e citrato como
indicadores da disponibilidade de P, e para determinar exatamente quais sitios de P

no solo estdo sendo acessadas por cada um destes métodos.
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2.5 Conclusbes

O cultivo de braquiaria ruziziensis reduziu a biodisponibilidade de P no solo em
comparacgdo com o solo mantido em pousio durante a entressafra de soja, mesmo
com a maior extragdo de P com a resina sendo observada em solo com braquiéria.
Por outro lado, o P do solo extraido com citrato, um composto organico geralmente
liberado pelas raizes para aumentar a disponibilidade de P, foi melhor correlacionado
com a absorcdo de P pelo milho. A calorimetria de titulacdo isotérmica foi uma
ferramenta Util para a estimativa da disponibilidade de P. No geral, o solo cultivado
com braquiaria apresenta um maior potencial para a troca de ligantes com citrato e P.
A partir da menor dessorcdo de P e maior adsorcdo de P observada por meio da
calorimetria, em conjunto com a extragdo com citrato e fracionamento do P do solo
rizosférico, sugere-se que o solo previamente cultivado com braquiaria pode
apresentar compostos menos solluveis de fitato de Fe e Al, e potencialmente mais
sitios de adsorcao, devido a interacdo com a maior quantidade de MOS. O solo em
pousio pode ser capaz de liberar fosfatos de Ca para a solugdo mais rapidamente,
com menor re-adsorcao do P com oxidos de Fe e Al.
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CAPITULO 3 — CICLAGEM DE INOSITOL FOSFATOS COM O CULTIVO DE
BRAQUIARIA RUZIZIENSIS

Resumo

Informacdes sobre a dindmica do fésforo no solo sdo essenciais para o entendimento
dos efeitos do uso de culturas de cobertura, particularmente para culturas de cobertura
selecionadas para aumentar a disponibilidade de fosforo. A braquiaria ruziziensis
(Urochloa ruziziensis) é uma espécie usada como cultura de cobertura que exsuda
grandes quantidades de anions de acidos organicos por suas raizes, e espera-se que
seja capaz de mobilizar formas de fésforo organico do solo, tais como 0s inositois
fosfatos. Para investigar isso, foi estudado o foésforo organico do solo em um
experimento de campo de longa duragao, com tratamentos consistindo no uso de
braquiaria ruziziensis e pousio durante a entressafra de soja (Glycine max), com ou
sem aplicacdo de fertilizantes fosfatados. O fésforo organico foi extraido do solo,
seguido pela quantificacdo de 1) fosforo orgéanico hidrolisavel com fitase por
colorimetria, e 2) mio-inositol hexafosfato por oxidagdo com hipobromito e separacao
com cromatografia liquida de alta performance. A produtividade de matéria seca de
braquiaria aumentou cerca de 80% com aplicacdo de fésforo e a matéria organica do
solo aumentou cerca de 20% com o cultivo de braquiaria. O uso de braquidria resultou
em reducédo da concentracao de fosforo Iabil por fitase e mio-inositol hexafosfato, mas
apenas no solo que recebeu aplicacbes de fosforo. Também foi observado um
aumento de inositois fosfatos ndo identificados no solo com braquiaria e com
aplicacao de fosforo. Possivelmente, a degradacao de inositbis fosfatos no solo com
aplicacao de fésforo e cultivado com braquiaria se deve a maior produtividade da
braquiaria, aumentando a liberacdo de exsudados radiculares que solubilizam os
inositois fosfatos e promovendo a decomposicdo destes por fitases. O cultivo de
braquiéria ruziziensis em sistema de rotacdo de culturas promove a ciclagem de
formas orgéanicas recalcitrantes de fésforo, mas apenas quando a concentracao de
fésforo no solo é elevada a niveis suficientes para garantir uma alta produtividade da
braquiaria.

Este terceiro capitulo esta publicado na Biology and Fertility of Soils
(ISSN: 1432-0789), disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00374-018-1316-3.
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3.1 Introducéo

O cultivo de braquiaria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ. e C.M.
Evrard) Morrone e Zuloaga] como cultura de cobertura na entressafra tem sido
bastante adotado como uma prética conservacionista aliada ao sistema semeadura
direta (SSD), capaz de promover a cobertura do solo ao longo de toda a entressafra,
reduzir a eroséao do solo e controlar a populacdo de plantas daninhas (Franzluebbers
et al.,, 2014). As gramineas do género Urochloa (syn. Brachiaria) possuem
fotossintese do tipo C4 e sdo espécies bastante adaptadas a baixa disponibilidade de
fésforo (P) devido a alta eficiéncia de absorcdo deste nutriente (Rao et al., 1996). De
acordo com Merlin et al. (2015), a braquiaria pode solubilizar formas recalcitrantes de
P ligados ao ferro (Fe) e aluminio (Al). A absor¢cdo de P de formas nao-labeis pela
braquiaria podem estar relacionadas com seu extenso sistema radicular e habilidade
das raizes em exsudar anions de acidos organicos (AO), como o citrato e oxalato
(Wenzl et al., 2001; Louw-Gaume et al., 2017). A alta exsudacéo de AO das raizes de
braquiaria pode ser também capaz de solubilizar formas de P orgéanico (Po) adsorvidas
nas particulas do solo (Martin et al., 2004).

O Po representa cerca de 30 a 65% do P total do solo, € acumulado com a
morte de plantas e microorganismos (Harrison, 1987), correspondendo assim a uma
importante fracdo do P total do solo (George et al., 2017). Os compostos de Po sao
classificados em ésteres de ortofosfato, fosfonatos, anidridos de ortofosfato e
fosfolipidios, de acordo com a natureza das ligagdo com o P (Condron et al., 2005).
Os inositois fosfatos séo ortofosfatos monoésteres e sdo a forma predominante de Po
em diversos solos (Turner et al.,, 2002; Shears e Turner, 2007), O mio-inositol
hexafosfato (também conhecido como IPs, InsPs ou fitato) € um dos nove possiveis
estereoisdmeros de inositol fosfato, com todos os seis grupos hidroxilas esterificados
com fosfatos (Shears e Turner, 2007). Dentre todos os compostos de Po no solo, o
mio-inositol hexafosfato tem a maior afinidade as particulas do solo e a menor
biodisponibilidade (Shang et al., 1996; Martin et al., 2004), o que resulta em acumulo
deste composto no solo (Giaveno et al., 2010). A alta estabilidade do mio-inositol
hexafosfato no solo se deve a capacidade dos seus seis grupos fosfatos de se ligarem
com cations e sitios de adsorcao do solo simultaneamente (Shang et al., 1996; Celi et
al., 1999). A adsorcdo dos inositéis fosfatos tem sido observada em varios
componentes do solo, como os 6xidos de Fe e Al, caulinita, montmorilonita e matéria
organica do solo (MOS) (Celi e Barberis, 2007; Karathanasis e Shumaker, 2009).
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De acordo com Stevenson e Cole (1999), a especiacdo do P e os fatores
controlando o ciclo do P no solo sdo afetados pela aplicacdo de fertilizantes
fosfatados, propriedades do solo, concentracado de MOS e pelo uso e manejo do solo.
O quanto que os inositois fosfatos acumulam no solo também depende da presenca
de fitases, condicbes ambientais (pH, temperatura e reacbes de sorcao),
ativacaol/inibicdo enzimatica, e solubilidade das fitases (Turner et al., 2002; Menezes-
Blackburn et al., 2013). Fitases s&o um grupo especial de fosfatases que podem iniciar
a desfosforilagdo do mio-inositol haxafosfato (Shears e Turner, 2007). Nos casos em
gue é presente a atividade da fitase no solo, o P labil por fitase (Piavi-fitase) pode ter sua
concentracdo reduzida e se tornar disponivel para as plantas (Yadav e Tarafdar,
2004). Varios microorganismos do solo podem acessar os inositois fosfatos, sendo
este um importante fator no ciclo do P e também um dos mecanismos pelo qual as
planta adquirem o P de formas recalcitrantes de Po (Harrison, 1987; Richardson et al.,
2001).

Entender as complexas relagbes que afetam a biodisponibilidade de P no solo
€ um desafio, mas também uma grande oportunidade de desenvolver tecnologias para
reduzir o acumulo de formas recalcitrantes de Po no solo (Menezes-Blackburn et al.,
2017). A maior parte das informacdes sobre a composicdo do Po é proveniente do uso
da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3P (RMN 31P),
desde que esta técnica resulta em alta resolucdo espectral, e possibilita a identificacéo
de varias formas de P (Cade-Menun, 2017). O uso da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) para identificar e quantificar formas de Po no solo tem sido
proposto como uma técnica alternativa, potencialmente mais sensivel e barata do que
RMN 3!P. Espinosa et al. (1999) utilizaram HPLC para identificar e quantificar formas
de Po em lixiviados do solo; contudo, este método ndo possibilitou alta resolucgéo e foi
inadequado para extratos do solo com grande quantidade de impurezas, como 0s
extratos de solo obtidos pela extracdo com NaOH-EDTA, comumente usados para
espectroscopia de RMN 3!P. Turner e Richardson (2004) recomendaram a oxidacdo
com hipobromito dos extratos de solo obtidos com NaOH-EDTA para melhorar a
resolucéo e deteccdo de formas de inositois fosfatos. A oxidacdo com hipobromito
digere qualquer material organico que nao seja inositol hexafosfato, eliminando os
interferentes organicos na separacdo dos inositdis fosfatos por HPLC (Irving e
Cosgrove, 1981).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de longo prazo da rotacédo de soja
com braquiaria ruziziensis e aplicacao de fertilizante fosfatado na dinamica de formas
de Po, principalmente o mio-inositol hexafosfato. Especificamente, foi testada a
hipétese de que a degradacéo de inositois fosfatos é afetada em solo cultivado com
braquiaria, uma vez que esta espécie promove uma grande exsudacdo de AO, os

quais podem contribuir na solubilizacdo do Po e proliferagcdo microbiana.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Caracterizacao da area experimental e tratamentos

Um experimento de longa duracdo em campo estabelecido em 2006 foi
avaliado por dois anos (2014 e 2015). O experimento esta localizado em Botucatu,
Sao Paulo, Brasil (22°50'00" S; 48°25'31" O; 806 m de altitude), em uma area que tem
sido conduzida sob sistema semeadura direta (SSD) desde 1998. O solo € um
Latossolo Vermelho distroférrico (Santos et al., 2006), de textura média, com 670 g
kg! de areia e 210 g kg de argila. A partir de 2006, tem sido cultivado soja [Glycine
max (L.) Merrill] em rotacdo com braquiaria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ.
e C.M. Evrard) Morrone e Zuloaga] ou pousio durante a entressafra, com e sem
aplicacédo de 60 kg ha' de P20Os na forma de superfosfato triplo (SFT) no sulco de
semeadura da soja. O delineamento experimental foi em blocos inteiramente
casualizados no esquema fatorial 2 x 2, com quatro repeti¢cdes. As parcelas tiveram
as seguintes medidas: 8 m de comprimento x 5 m de largura.

A braquiéria foi semeada logo apds a colheita da soja, em abril de 2014 e 2015.
Houve o crescimento de vegetacdo espontanea nas parcelas em pousio. Contudo, o
crescimento de plantas daninhas foi aleatério e esparso, com insignificante producéo
de matéria seca no final do periodo de entressafra. Amostras da parte aérea de
braquiaria foram coletadas pouco antes da dessecacdo para determinar o peso de
matéria seca. Quatro sub-amostras foram aleatoriamente coletadas em cada parcela
utiizando um quadro com 50 x 50 cm e combinadas em uma Unica amostra por
parcela. As amostras foram secas em estufa de aeracéo forgcada a 60°C por 72 horas,
e entdo pesadas.

Amostras de solo foram coletadas nas seguintes profundidades: 0-5, 5-10, 10—
20 e 20—-40 cm, em novembro de 2014 e 2015, ap0s a dessecacao da braquiaria. Seis
sub-amostras de solo foram aleatoriamente coletadas de cada parcela usando uma

sonda de 50 mm de didmetro, e foram combinadas em uma Unica amostra por
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profundidade por parcela. As amostras de solo foram secas ao ar e peneiradas em
malha de 2 mm para posterior analise quimica. Foram determinados o pH do solo em
suspensdo com cloreto de célcio 0,01 mol L* (1:2,5, solo/solucéo), acidez potencial
(H+Al), capacidade de troca de cations (CTC) e matéria organica do solo (MOS), de
acordo com Raij et al. (2001). O P disponivel no solo foi determinado pelo método da
resina (Presina) (Raij et al., 1986). A caracterizacdo quimica do solo esta apresentada

na Tabela 8.

Tabela 8 — Caracteristicas quimicas do solo em quatro profundidades de acordo com
a aplicacdo dos tratamentos com e sem aplicacao de P, em 2014.
Profundidade pH2 Presna® H+AIc CTCH

cm mgdm=  mmolc dm3
Sem aplicacdo de P

0-5 6,2 14 13 56

5-10 5,4 5 18 42

10-20 4,8 5 28 37

20-40 4,3 3 39 46
Com aplicagéo de P

0-5 6,4 26 12 56

5-10 57 16 18 45

10-20 4,6 7 31 42

20-40 4,3 3 39 44

a pH do solo em soluc¢édo de cloreto de célcio.
b Fésforo extraido com resina.

¢ Acidez potencial.

d Capacidade de troca de cétions.

3.2.2 Extracéo do fésforo do solo

O P do solo foi extraido com hidréxido de s6dio (NaOH) 0,25 mol L e
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,05 mol L't (NaOH-EDTA). A solucdo de NaOH-
EDTA é um extrator comumente utilizado para analise de Po do solo e tem sido
sugerido como um extrator padrdo neste tipo de anélise (Cade-Menun e Liu, 2014).
Para a extragao do P, 1,0 g de solo foi colocado em tubo falcon com 10 mL de NaOH-
EDTA, e agitado por 16 h em agitador horizontal de movimento helicoidal. O extrato
foi entdo filtrado usando papel de filtro Whatman n® 1 e submetido a determinacédo de
P total (Pt), P inorganico (Pi) e P organico (Po). A concentracao de Pi foi determinada
imediatamente apds a extracdo. O P total foi determinado apdés a digestdo em
autoclave por 1 h a 124°C e 103 kpa, com persulfato de potassio e acido sulfarico. O
Pt e o Piforam determinados com o método colorimétrico usando o verde de malaquita
(Van Veldhoven e Mannaerts, 1987). A diferenca entre o Pt e o Pi corresponde ao P

nao reativo com molibdato, considerado aqui como Po.
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3.2.3 Foésforo labil por fitase

O P labil por fitase (Piavi-fitase) foi determinado usando uma fitase de Aspergillus
niger comercialmente disponivel (Natuphos, EC 3.1.3.8; BASF SE, Ludwigshafen,
Alemanha). A quantidade de fitase utilizada foi o suficiente para obter uma atividade
enzimatica de 50 nKat mLt. Resumidamente, 100 uyL de extrato do solo foram
combinados com 100 L de fitase (100 nKat mL?) diluida em solugdo tampéao (acido
acetato/acético 50 mmol L%, pH 5,5) e incubado a 37°C por 16 h. O P liberado durante
a incubacdo com fitase foi quantificado com método do verde de malaquita. O Po
hidrolisavel com fitase foi deduzido pela diferenca do Pi determinado apos a incubacao
das amostras com fitases e do Pi determinado em amostras incubadas com fitase

desnaturada (autoclavada por 1 h a 124°C e 103 kpa).

3.2.4 Oxidacao com hipobromito

A oxidacdo com hipobromito foi realizada de acordo com Irving e Cosgrove
(1981), seguindo as recomendac¢des descritas por Turner et al. (2012), nos mesmos
extratos de solo obtidos apés a extracdo com NaOH-EDTA. Antes da oxidacao com
hipobromito, o pH do extrato foi elevado a 13, pela adicdo de 2 g de NaOH sdlido em
tubo de digestdo contendo 10 mL de extrato do solo. Os tubos de digestdo foram
resfriados em banho de gelo. Em seguida, 1 mL de bromo puro, 99,99% (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA), foi adicionada no extrato do solo. Apés 1 h, o extrato foi fervido
até 140°C por 5 min até completar a reacao do bromo. Para eliminar todo o bromo do
extrato, o pH foi reduzido adicionando 10 mL de HCI 10 mol L. Apds toda a
volatilizacdo do bromo, o pH foi ajustado a 8,5 pela adicdo de 6 mL de NaOH 10 mol
L-t. O volume final foi ajustado em 30 mL com agua ultrapura Milli-Q (MQ) (Millipore,
Massachusetts, EUA). O fosfato no extrato foi precipitado com bario, pela adi¢cdo de
15 mL de acetato de bario (10%) e 15 mL de etanol (50%). A suspenséao foi entdo
centrifugada a 4000 x g por 10 min. O supernadante foi descartado, e o precipitado
foi lavado com 30 mL de etanol (50%), centrifugado, e o supernadante foi descartado.
O precipitado de bario com as formas de P restantes apos a digestdo com hipobromito
foi ressuspendido em 20 mL de agua. Para recuperar as formas de P no extrato, 20
mL de resina de troca catibnica Amberlite IR120 foi adicionado no extrato, e este foi
agitado por 16 h. Finalmente, o extrato contendo as formas de P restantes apos a
digestao foi filtrado em filtro de seringa (0,2 um), e o volume final das amostras foi

ajustado a 35 mL. Os extratos tiveram o pH neutralizado e a concentracdo de Pi, Pt e
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Puavil-itase foram determinados como descrito anteriormente. Devido a dificuldade em
executar esse protocolo de andlise e ao fato de terem sido observadas diferencas até
10 cm de profundidade, apenas amostras de solo da camada de 0-10 cm foram
submetidas a oxida¢cdo com hipobromito.

3.2.5 Especiacéo do fosforo

Os extratos obtidos com a oxidagao com hipobromito foram separados usando
cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC), para determinar as formas de P, de
acordo com o método usado por Espinosa et al. (1999). A separacao foi realizada
usando o sistema de HPLC Agilis série 1100 (Agilent Technologies, California, EUA),
com uma coluna Agilent lonoSpher 5 A (250 mm de comprimento, e diametro interno
de 4,6 mm). Os extratos tiveram o pH ajustado para 5,5, foram diluidos em agua MQ
(1:10), e uma aliquota de 30 pL do extrato foi injetada na coluna para separagcao por
HPLC. Utilizando uma solucao de cloreto de sodio (NacCl), o gradiente linear i6nico foi
aumentado de 0,11 mol L para 0,75 mol Lt em um intervalo de 160 min, com a
concentracdo de EDTA e MES constante, 0,5 mmol L!* e 50 mmol L%,
respectivamente. As solu¢des tampao tiveram o pH ajustado para 5,5. A vazao foi
mantida em 0,5 mL mint. Um coletor de fracdes foi usado para coletar 1 mL da
amostra eluida a cada 2 min em frascos de vidro, obtendo-se assim uma série de
amostras eluidas. As amostras eluidas foram entao usadas para quantificacdo do Pt,
Pi, e Piabi-itase da mesma forma descrita anteriormente, e os valores obtidos foram
plotados de acordo com o tempo de eluicdo. Para confirmar o tempo de eluicdo dos
picos de cada espécie de P, uma solugdo com 100 pumol L de fosfato de sédio e 100
umol Lt de mio-inositol hexafosfato de soédio (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) foi
utilizada como padréo.

3.2.6 Analise estatistica

Os dados foram primeiramente submetidos a analise de homogeneidade de
variancia usando o teste de Levene. Entéo, os resultados foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F (p < 0,05) considerando o delineamento em blocos
inteiramente aleatorizados no esquema fatorial 2 x 2, com quatro repeticdes. As
meédias dos tratamentos foram comparadas com o teste t de Student (p < 0,05). Todas
as analises foram realizadas utilizando o software SAS, verséo 9.4 (SAS Inst.,
Carolina do Norte, EUA).
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3.3 Resultados

A produtividade da braquiaria no solo com aplicacdo de P foi praticamente o
dobro da obtida sem aplicacéo de P, tanto em 2014 quanto em 2015 (Figura 13).
Porém, a produtividade em 2014 foi menor do que em 2015, devido a falta de chuvas

durante o periodo de entressafra em 2014.

" O Sem aplicagéo de P
@ Com aplicagdo de P

Produtividade (Mg ha™)

2014 2015
Ano

Figura 13 — Produtividade de braquiaria ruziziensis no final do periodo de entressafra
em 2014 e 2015, em funcao da aplicacédo de fésforo (P). Letras diferentes indicam
diferencas significantes entre tratamentos de acordo com o teste t de Student (p <
0,05).

Em média, 40% do P: extraido com NaOH-EDTA refere-se ao Po, nas amostras
de até 20 cm de profundidade do solo. Apesar do maior acimulo de MOS apdés o
cultivo de braquiaria (Tabela 9), a concentracdo de Po nao foi afetada pela braquiaria.

Tabela 9 — Concentracdo de matéria organica em trés profundidades do solo, em
funcdo do cultivo de braquiéria ruziziensis durante a entressafra de soja e aplicacdo
de fosforo (P), em 2014 e 2015.

Aplicacéo de P Aplicacéo de P

Entressafra Média Entressafra Média
Sem Com Sem Com
2014 2015
Matéria organica do solo (g dm-3)
0-5cm
Braquiéaria 21 Ab® 29 Aa 25 Braquiéria 26 Ab 30 Aa 28
Pousio 21 Aa 22 Ba 21 Pousio 24 Aa 21 Ba 22
Média 21 25 Média 25 26
5-10 cm
Braquiéaria 15 Ab 21 Aa 18 Braquiéria 19 20 20A
Pousio 16 Aa 16 Ba 16 Pousio 15 16 15B
Média 16 18 Média 17 ns 187ns
10-20 cm
Braquiaria 14 Ab 19 Aa 16 Braquiaria 16 16 16 A
Pousio 14 Aa 14 Ba 14 Pousio 14 13 14 B
Média 14 17 Média 15ns 157ns

a Médias seguidas por letras minasculas diferentes na linha e mailsculas na coluna séo
significativamente diferentes de acordo com o teste t (p < 0.05). " N&o significativo.
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A concentracdo de P: extraida com NaOH-EDTA também néo foi afetada pela
rotacdo com braquiaria (Tabela 10). O efeito da aplicacado de P sobre o Pt e 0 Po foi
observado até 20 cm de profundidade do solo. Na camada de 20—40 cm do solo, nédo
houve efeito de nenhum dos tratamentos, e o Pt e 0 Po tiveram uma média de 57 e 23
mg Kg!, respectivamente, tanto em 2014 quanto em 2015.

O Puabi-itase foi menor na camada mais superficial do solo com braquiaria do
gue apos o pousio em solo com aplicacéo de P em 2014 (Tabela 10). Em 2015, o Piabil-
fitase fOi menor apO0s a braquiaria do que apdés o pousio independentemente da
aplicacao de P, nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm. A concentragao de Piabil-fitase fOI
menor com a aplicacédo de P do que sem. Nao houve efeito na camada de 20-40 cm
de profundidade do solo, e a média de Piabi-fitase foi de 5 € 6 mg kg, em 2014 e 2015,

respectivamente.
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Tabela 10 — Concentracao de fosforo (P) total, organico e labil por fitase extraidos com
hidroxido de sodio e acido etilenodiamino tetra-acético (NaOH-EDTA), em trés
profundidades do solo, em funcdo do cultivo de braquiaria ruziziensis durante a
entressafra de soja e aplicacao de P, em 2014 e 2015.

Aplicacéo de P Aplicacéo de P

Entressafra Sem Com Média Entressafra Sem Com Média
2014 2015
P Total (mg kg1)
0-5cm
Braquiaria 83 123 103 "s Braquiaria 94 133 114ns
Pousio 96 118 107ns Pousio 103 122 113ns
Média 89 b2 120 a Média 99b 127 a
5-10 cm
Braquiaria 75 105 90 s Braquiaria 76 112 94 ns
Pousio 81 111 96 ns Pousio 75 117 96 s
Média 78b 108 a Média 76 b 115a
10-20 cm
Braquiaria 76 87 82ns Braquiaria 70 87 79ns
Pousio 73 83 78ns Pousio 76 80 78ns
Média 75b 85a Média 73b 84 a
P organico (mg kg?)
0-5cm
Braquiaria 36 52 44rs Braquiaria 40 59 50ns
Pousio 37 48 43ns Pousio 44 52 48ns
Média 37b 50 a Média 42 b 55a
5-10 cm
Braquiaria 30 45 38ns Braquiaria 33 46 39ns
Pousio 36 46 41ns Pousio 31 38 35ns
Média 33b 46 a Média 32b 42 a
10-20 cm
Braquiaria 26 31 29ns Braquiaria 29 32 31ns
Pousio 29 28 29ns Pousio 30 27 28ns
Média 28ns 30"s Média 29 s 30"s
P labil por fitase (mg kg?)
0-5cm
Braquiaria 19 Aa 11 Bb 15 Braquiéria 12 6 9B
Pousio 18 Aa 15 Aa 17 Pousio 18 10 14 A
Média 19 13 Média 15a 8b
5-10cm
Braquiéaria 19 17 18B Braquiéria 16 12 14 B
Pousio 21 21 21A Pousio 18 20 19A
Média 20"s 19ns Média 177ns 16"s
10-20 cm
Braquiaria 16 10 13ns Braquiaria 18 10 14rs
Pousio 13 10 12ns Pousio 12 16 14ns
Média 15a 10b Média 15ns 13"s

a Médias seguidas por letras minlsculas diferentes na linha e mailsculas na coluna séo
significativamente diferentes de acordo com o teste t (p < 0.05).
ns N&o significativo.
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A concentracgdo de Puabi-itase 2pOS a oxidagdo com hipobromito nos extratos com
NaOH-EDTA foram claramente maiores do que antes da oxidacdo com hipobromito
(Tabela 11). Porém, ndo houve efeito do cultivo da braquiaria na concentracao de Piabil-
fitase aPOS a oxidagado com hipobromito.

Tabela 11 — Concentracéo de fésforo (P) labil por fitase em solo extraido com hidréxido
de sdédio e acido etilenodiamino tetra-acético (NaOH-EDTA) antes e apds a oxidacao
com hipobromito, na profundidade de 0-10 cm do solo, em funcdo do cultivo de
braquiéria ruziziensis durante a entressafra de soja e aplicacédo de P, em 2014 e 2015.

Aplicacdo de P Aplicacéo de P

Entressafra Sem Com Média Entressafra Sem Com Média
2014 2015
————————————————— P labil por fitase antes da oxidagdo com hipobromito (mg kg1) -----------------
Braquiaria 19 14 16 B Braquiaria 14 9 11B
Pousio 20 18 19A Pousio 18 15 17 A
Média 19 a2 16 b Média 16 a 12 b
—————————————————— P labil por fitase ap6s a oxidacdo com hipobromito (mg kg?) ------------------
Braquiaria 20 30 25ns Braquiaria 24 32 28 s
Pousio 21 29 25ns Pousio 23 29 26 s
Média 21b 30a Média 24 b 3la

& Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na linha e maildsculas na coluna séo
significativamente diferentes de acordo com o teste t (p < 0.05).
ns N&o significativo.

O tempo de retencdo do Pi e do mio-inositol hexafosfato no HPLC foi de
aproximadamente 30 min entre si, e 0 mio-inositol hexafosfato foi o Ultimo composto
retido na coluna do HPLC. A confirmacéo do pico do mio-inositol hexafosfato foi obtida
tanto por co-eluicdo com padrao quanto com a incubacao das amostras coletadas no
HPLC com fitase. Uma clara resolucéo dos extratos de solo oxidados com hipobromito
foi obtida usando o método do HPLC, como exemplificado na Figura 14. Apesar disso,
os picos foram largos, e a resolucdo pode ser melhorada em novos estudos com a
combinacdo do HPLC com espectrometria de emissédo atdmica com fonte de plasma
indutivamente acoplado (inductively coupled plasma - atomic emission spectrometry -
ICP-AES) para a deteccdo direta das formas de P eluidas. Outros picos menores

foram observados, e foram denominados como inositois fosfatos nao identificados.
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Figura 14 — Analise de especiacéo do fosforo (P) do solo por meio de HPLC apés a
extragdo com hidroxido de sédio e &cido etilenodiamino tetra-acético (NaOH-EDTA)
e oxidacdo com hipobromito, e uma amostra de padrao formulado com ortofosfato e
mio-inositol hexafosfato. Com detalhe para a presenca de P inorganico, P organico de
inositois fosfatos ndo identificados e mio-inositol hexafosfato no solo.

A concentragdo de Pi nos extratos com NaOH-EDTA brominados néo foi
afetada pela braquiaria (Tabela 12). A concentracdo dos inositois fosfatos nao
identificados foi maior com a braquiaria do que com pousio quando o P foi aplicado
enguanto que o mio-inositol hexafosfato foi menor.

A concentracao de inositéis fosfatos ndo identificados aumentou apds o cultivo
de braquiaria em solo com aplicacdo de P, em ambos os anos. O cultivo de braquiaria
resultou em menor concentracdo de mio-inositol hexafosfato em solo com aplicacao
de P do que em solo sem aplicacéo de P (Tabela 12). Em contraste, no solo em pousio
com aplicacao de P foi observado uma maior concentragédo de mio-inositol hexafosfato

do que no solo sem aplicacéao de P.
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Tabela 12 - Concentracdo de fosforo (P) inorganico, inositéis fosfatos néo
identificados, mio-inositol hexafosfato e porcentagem de mio-inositol hexafosfato com
relacdo ao P total (Pt) na profundidade de 0-10 cm do solo, em fung&o do cultivo de
braquiéria ruziziensis durante a entressafra de soja e aplicacédo de P, em 2014 e 2015.
Dados obtidos com cromatografia liquida de alta performance (HPLC) usando extratos
de solo oxidados com hipobromito.

Aplicacéo de P Aplicacéo de P

Entressafra Sem Com Média Entressafra Sem Com Média
2014 2015
P inorganico (mg kg?1)

Braquiaria 59 75 67 ns Braquiaria 64 90 77ns
Pousio 69 91 80ns Pousio 64 91 78ns
Média 64 b2 83 a Média 64 b 9la

-------------------- Inositéis fosfatos nao identificados (mg kg1t) --------------------

Braquiaria 5Bb 23 Aa 14 Braquiaria 13 Ab 24 Aa 19
Pousio 11 Aa 15 Ba 13 Pousio 12 Aa 13 Ba 12
Média 8 19 Média 13 19

mio-Inositol hexafosfato (mg kg?)

Braquiaria 15 Aa 8 Bb 12 Braquiaria 11 Aa 7 Bb 9
Pousio 11Bb 14 Aa 12 Pousio 11 Ab 16 Aa 14
Média 13 11 Média 11 12

mio-Inositol hexafosfato (% do Py)

Braquiaria 19 Aa 8 Bb 13 Braquiaria 12 Aa 5 Bb 9
Pousio 12 Ba 12 Aa 12 Pousio 13 Aa 14 Aa 13
Média 16 10 Média 12 10

a Médias seguidas por letras minlsculas diferentes na linha e mailsculas na coluna séao
significativamente diferentes de acordo com o teste t (p < 0.05).
ns N&o significativo.

3.4 Discusséo

Em estudos anteriores, foi reportado que o cultivo de braquiaria como cultura
de cobertura durante a entressafra de soja resulta em acumulo de Po has camadas
mais superficiais do solo apds longo prazo (Merlin et al., 2014; Almeida e Rosolem,
2016). No presente estudo, espera-se obter um melhor entendimento da dinadmica das
espécies de Po no solo cultivado com braquiéria ruziziensis e especificamente explorar
as seguintes questdes: como a concentracdo de mio-inositol hexafosfato e Piavil-fitase €
afetada pela rotacdo com braquiaria e se isso pode gerar novas informacgdes sobre o
ciclo dos inositéis fosfatos em campo. Quéo forte é o efeito da aplicacdo de
fertilizantes fosfatados nesta dindmica? Existem possiveis perspectivas de manejo a
partir destes resultados?

O Po do solo foi equivalente a 40% do P total, o que esta de acordo com o
observado por Chapuis-Lardy et al. (2001) em solos intemperizados no Brasil. Porém,
ndo houve efeito do cultivo de braquiaria no Po em comparacdo com o solo mantido
em pousio durante a entressafra, apesar da maior concentracdo de MOS apés a

braquiaria. A concentragéo de Po ndo é necessariamente correlacionada com a MOS;
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no entanto, h4 sempre uma boa correlagdo do Po com o P total (Appelhans et al.,
2016), como o observado no presente experimento, em que a concentracao de Po foi
maior quando houve aplicacéo de P. De acordo com George et al. (2007), a continua
aplicacéo de fertilizantes fosfatados inorganicos aumenta tanto a concentragao de Pi
quanto de Po. A concentragdo de Po aumenta devido ao maior acimulo de P nas
plantas e consequente maior deposicao de residuos ricos em P assim como por uma
maior sintese de Po pelos microorganismos do solo.

A concentracdo de Puabi-iitase € 0 mio-inositol hexafosfato quantificado com
HPLC foi menor com a braquiaria em solo com aplicacdo de P em comparacdo com o
solo sem aplicacao de P, e também menor do que no solo com pousio, indicando um
efeito sinérgico da aplicacao de P e cultivo de braquiaria no aumento da ciclagem e
biodisponibilidade de inositol fosfatos no solo. O Pubi-itase N0 € necessariamente o
mio-inositol hexafosfato, desde que o método de determinac&o do Piabi-itase CONSiSte
no uso de fitase com amplo espectro de especificidade por substratos, e pode resultar
na quantificacdo da hidrélise de monoésteres de ortofosfato que ndo sédo o mio-inositol
hexafosfato (Menezes-Blackburn et al., 2013). O método de determinag&o do Puapil-itase
trata da labilidade do Po enquanto que o mio-inositol hexafosfato quantificado com
HPLC é um indicativo da concentracdo desta espécie recalcitrante de P em patrticular,
dessa forma é conveniente o uso desses métodos em conjunto e assim, a informacéo
gerada com cada um desses métodos deve ser usada de forma complementar.

A oxidacdo com hipobromito do solo extraido com NaOH-EDTA resultou em
maior concentracdo de Piabi-itase principalmente no tratamento com aplicacdo de P,
invertendo o quadro analisado antes da oxidacdo com hipobromito. Isto indica que
uma parte significativa do Piail-fitase N0 extrato com NaOH-EDTA né&o estava disponivel
para a fitase. De acordo com Hayes et al. (2000), ambos os fatores, disponibilidade
de substrato e presenca/atividade enziméatica, sdo determinantes na hidrélise dos
inositodis fosfatos no solo. A forte adsorcéo dos inositdis fosfatos tem sido demonstrada
em diversos compostos do solo, como a caulinita, ilita, montmorilonita, goetita e 6xidos
de Al, o que limita a agdo enzimatica (Menezes-Blackburn et al., 2013). De acordo
com Bowman e Moir (1993), o NaOH promove a solubilizacdo do Po, enquanto que o
EDTA é capaz de complexar cations que ligam o Po nos componentes do solo,
superando uma possivel resisténcia a extracdo do Po pelo NaOH. Porém, a
porcentagem de P recuperado pela extracdo com NaOH varia bastante, sendo menor

em solos pobres em P que ndo recebem a aplicacdo de fertilizantes orgéanicos
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(Mcdowell et al., 2007). Possivelmente, parte dos inositois fosfatos precipitados ou
adsorvidos aos componentes do solo ndo foram solubilizados com a extragdo por
NaOH-EDTA, e foram apenas acessados pela enzima apdés a oxidagdo com
hipobromito. Ndo obstante, a explicagcdo mais plausivel para esta diferenca € que
parte dos inositéis fosfatos no extrato com NaOH-EDTA séo covalentemente ligados
a MOS ou outros compostos organicos (oxidaveis com hipobromito), sendo
inacessivel a fitase durante a incubacao.

A concentracdo do Pi quantificada ap6s a oxidagdo com hipobromito foi cerca
de 16 mg kg maior do que antes da oxidagdo com hipobromito. Este aumento no P;j
se deve a hidrolise das formas de Po que ndo sdo resistentes a oxidagdo com
hipobromito (Irving e Cosgrove, 1981). A degradacdo dos compostos organicos pela
oxidagdo com hipobromito foi crucial para garantir um extrato puro, livre de
interferentes, e assim permitindo o uso de HPLC para determinacdo de inositois
fosfatos nos extratos de solo com NaOH-EDTA. A oxidacao com hipobromito tem sido
usada com sucesso para eliminar materiais organicos que nao sao inositois fosfatos
em extratos de solo para andlise de RMN 3P (Turner e Richardson, 2004; Turner et
al., 2012).

Claramente, a analise com HPLC dos extratos com NaOH-EDTA apds a
oxidacdo com hipobromito permitiu a obtencdo de maiores esclarecimentos da
dindmica de formas recalcitrantes de Po no solo. A maior concentracdo de Piabil-fitase
observada apés a oxidacdo com hipobromito nédo foi exclusivamente devido ao mio-
inositol hexafosfato, desde que foi observado a presenca de outras formas de P com
tempo de retencdo maior que o ortofosfato e menores que o mio-inositol hexafosfato.
Estas formas de P foram denominadas de inositois fosfatos nédo identificados, e séo
possivelmente produtos da degradacdo do mio-inositol hexafosfato (e.g. mio-inositol
1,2,3,4,5-pentafosfato). Os inositéis fosfatos (mio-inositol fosfatos + inositois fosfatos
nao identificados) corresponderam por aproximadamente 30% do P total extraido com
NaOH-EDTA, o que é semelhante ao observado em solos da regiao Cerrado (22-39%)
(Chapuis-Lardy et al., 2001).

O uso de braquiaria como cultura de cobertura combinado com a aplicacao de
fertilizantes fosfatados resulta em menores concentra¢des de mio-inositol hexafosfato
e maiores concentracdes de outras formas de inositois fosfatos, quando comparado
com o solo sem aplicacdo de P. Tem sido observado em varios estudos que a

aplicacdo de fertilizantes fosfatados solUveis resulta na supressado da atividade das
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fosfatases, com consequente acumulo de Piapi-itase N0 Solo (Olander e Vitousek, 2000;
George et al., 2007), uma vez que a maior disponibilidade de P reduz a demanda de
Po via mineralizacdo (Turner et al., 2002). Contudo, no presente estudo, o P € aplicado
na semeadura da soja, cerca de 1 ano antes da amostragem de solo, desta forma,
avalia-se o efeito residual da aplicacdo de P. Além disso, a concentracéao de P no solo
com aplicacdo de P ainda é considerada baixa. A baixa concentracdo de Presina €Sta
associada com a baixa concentracéo total de P no solo, cerca de 400 mg kg (Almeida
e Rosolem, 2016), o qual € muito menor do que observado em solo que receberam
grande quantidade de P ap6s um longo periodo (acima de 1000 mg kg') (Menezes-
Blackburn et al., 2017).

O cultivo de braquiaria pode ter favorecido a comunidade microbiana capaz de
degradar inositois fosfatos, uma vez que varios compostos organicos exsudados pelas
raizes de braquiaria, como os AO (Wenzl et al., 2001), sdo uma fonte de energia para
0s microorganismos do solo (Hinsinger, 2001; Menezes-Blackburn et al., 2016a). Além
disso, a exsudagcdo de AO, como o citrato, pelas raizes pode complexar cations e
prevenir a adsor¢ao das enzimas nas particulas do solo (Hayes et al., 2000). Uma alta
atividade de fosfatase, incluindo fitases, tem sido observada com a presenca de
microorganismos na rizosfera de braquiaria ruziziensis (Nahas, 2002; Rosolem et al.,
2014). A baixa concentracdo de Pabi-itase ap0S a braquiaria do que o pousio, pode
também ser um resultado da liberacao de fitases pelas raizes da braquiaria. De acordo
com Louw-Gaume et al. (2010), as raizes da braquiaria ruziziensis apresentam certa
atividade de fitase, e que nao é afetada pela aplicacdo de P. A braquiéria ruziziensis
€ uma espécie altamente adaptada aos solos tropicais pobres em P (Begum et al.,
2006), com raizes capazes de aumentar a absor¢cdo de P por meio de ajustes
fisiolégicos (Merlin et al., 2015) e morfolégicos (Louw-Gaume et al., 2010). Ainda, a
continua adicdo de grandes quantidades de residuos de braquiaria, assim como a
maior concentracdo de MOS no solo com braquiaria do que no pousio, podem resultar
em uma maior manutencéo da umidade do solo e menores oscilagdes na temperatura
do solo (Awan, 1964), favorecendo assim 0s microorganismos do solo. Porém, a
menor concentracao de Piabil-fitase ap0OS 0 cultivo de braquiaria foi observado apenas no
solo com aplicagdo de P, o que pode significar que a aplicagdo de P € capaz de
resultar em um maior efeito do cultivo de braquiaria. Desde que a produtividade de
braquiaria foi quase duas vezes maior em solo com aplicacdo de P do que no solo

sem aplicacdo de P, uma maior quantidade de &cidos organicos exsudados pelas
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raizes deve ser esperado, favorecendo a proliferacdo da comunidade microbiana,
complexando céations (Lienhard et al., 2012) e solubilizando inositois fosfatos (Martin
et al., 2004; Gerke, 2015). De acordo com Gerke (2015), pesquisas futuras
considerando a aquisi¢cao de P de mio-inositol hexafosfatos devem ser enfatizadas na
mobilizacdo do mio-inositol hexafosfato da fase sélida do solo pela acdo dos
exsudados radiculares, principalmente os AO di e tricarboxilicos, os quais podem
aumentar a solubilidade do mio-inositol hexafosfato no solo.

Apesar de que o mio-inositol hexafosfato representou em média apenas 12%
do P total extraido com NaOH-EDTA, sua concentracao foi reduzida em 50% com o
cultivo de braquiaria quando comparado com o pousio na presenca de aplicacdo de
fertilizantes fosfatados. Portanto, a aplicacdo de P no sistema de rotacdo soja-
braquiéria, como o recomendado para o cultivo de soja, pode ser uma importante
pratica de manejo para estimular a ciclagem de mio-inositol hexafosfato, considerado
a forma mais recalcitrante de Po no solo. Novos estudos séo necessarios para avaliar
a comunidade microbiana e a atividade de fitases na rizosfera de braquiaria
ruziziensis, assim como os fatores que favorecem a solubilizagdo de mio-inositol
hexafosfatos e o desenvolvimento de micoorganismos produtores de fitases, como a

exsudacao de AO pelas raizes de braquiaria.

3.5 Concluséo

A rotacdo soja-braquiaria no longo prazo aumenta a concentracdo de MOS.
Porém, o aumento na MOS nao tem correlacdo com 0 Po € 0 Plavifitase, incluindo o
acumulo de mio-inositol hexafosfato no solo. Ao contrario do que é geralmente
observado, na presenca de aplicacéo de fertilizantes fosfatados, a concentracao de
mio-inositol hexafosfato € reduzida, com o cultivo de braquiaria como cultura de
cobertura na entressafra de soja em comparacdo com o pousio. A aplicacdo de P
resulta em um grande aumento da produtividade de braquiaria, o que por sua vez
resulta em uma provavel maior exsudacao de AO e uma consequente mobilizacéo de
formas recalcitrantes de P. Apesar disso, a concentracdo de formas de inositois
fosfatos ndo identificadas € maior apds a braquiaria do que o pousio. Estas formas
ndo identificadas de inositois fosfatos podem ser o produto da degradacdo de mio-
inositol hexafosfato, o que também € uma evidéncia do mecanismo de degradacéo do
mio-inositol hexafosfato no solo quando a produtividade de braquiaria ruziziensis é

alta.
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CAPITULO 4 — CINETICA DO FOSFORO NO SOLO APOS O CULTIVO DE
BRAQUIARIA RUZIZIENSIS

Resumo

O uso de gramineas como cultura de cobertura na entressafra de culturas de graos
em sistema semeadura direta tem sido amplamente adotado. Contudo, o cultivo de
braquiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) tem resultado em menor disponibilidade
de fosforo, afetando a viabilidade e sustentabilidade do sistema de rotacdo com essa
graminea. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da braquiaria ruziziensis na
disponibilidade e cinética de dessor¢cédo de fosforo em solo com aplicacdo de doses
de fertilizante fosfatado. Avaliou-se por dois anos um experimento de longa duracao
com o cultivo de soja (Glycine max) em rotacdo com braquiéria ruziziensis ou pousio,
com a aplicacédo de 0, 30 e 60 kg ha! de P20s. A cinética de dessorcéo do fésforo foi
avaliada por meio do gradiente de equilibrio e difusdo em finas membranas e por meio
do modelo matemético de fluxo induzido no solo. O fésforo na biomassa microbiana
foi quantificado para verificar se a concentracdo de fésforo na solucdo do solo foi
reduzida pela imobilizacdo por microorganismos. O cultivo de braquiaria reduziu a
concentracéo de fésforo na biomassa microbiana e na solucao do solo especialmente
guando houve aplicacdo de fésforo no solo. A concentracédo do fosforo labil também
foi menor ap6s a braquiaria do que apdés o pousio. A capacidade do solo em
reabastecer fésforo para a solucdo do solo foi menor ap6s a braquiaria
independentemente da aplicacao de fésforo, devido a menor dessor¢cao em resposta
a perturbacéo imposta pelo gradiente de difusdo com finas membranas. O cultivo de
braquiaria ruziziensis como cultura de cobertura na entressafra de soja resulta em
menor disponibilidade de fésforo independentemente das doses de fosforo por meio
da reducdo da mobilidade e ressuprimento do fésforo da fase sdlida para a solugéo
do solo.

Este terceiro capitulo estd publicado na Geoderma (ISSN: 0016-7061),
disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2018.09.056.
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4.1 Introducéo

O cultivo de braquiaria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ. e C.M.
Evrard) Morrone e Zuloaga] tem sido preferencialmente adotado como cultura de
cobertura durante o periodo de entressafra e como forrageira em sistemas de
integracdo lavoura-pecuaria em comparacdo com outras gramineas do género
Urochloa (syn. Brachiaria), devido a facilidade de dessecacao, alta produtividade,
palatabilidade e alta adaptabilidade ao solos pobres em fésforo (P) (Boddey et al.,
1996; Nascente et al., 2013). A alta capacidade de absorcédo de P pela braquiaria
ruziziensis € uma caracteristica importante para promover a ciclagem de P e aumentar
a eficiéncia do uso deste nutriente (Merlin et al., 2015; Almeida e Rosolem, 2016).
Porém, baixas produtividades das culturas em sucessao a braquiaria ruziziensis tem
sido observado em comparacdo com o solo mantido em pousio durante a entressafra
(Almeida et al., 2018b). Almeida et al. (2018b) observaram uma menor produtividade
de graos e teor de P em folhas de soja [Glycine max (L.) Merrill] cultivada em rotacéo
com a braquiéria do que ap6s o pousio, por quatro anos consecutivos. Também tem
sido observado um menor acumulo de P em plantas de milho (Zea mays L.) cultivadas
apos a braquiaria do que em solo sob pousio durante o periodo de entressafra
(Almeida et al., 2018a).

A menor biodisponibilidade de P no solo apés a braquiaria tem sido atribuida a
uma possivel menor dessorcdo e maior adsor¢do do P no solo devido a interacdes
dos Oxidos de Fe e Al com a matéria organica do solo (MOS) (Almeida et al., 2018a).
A baixa biodisponibilidade de P no solo cultivado com braquiaria também tem sido
relacionada com uma menor absorcdo de P, uma vez que foi observado um menor
esgotamento do P narizosfera de plantas de milho em solo previamente cultivado com
braquiaria (Almeida et al., 2018a). Almeida et al. (2018b) ndo encontraram correlacao
da biodisponibilidade de P no solo com a disponibilidade estimada pelo método da
resina. Além disso, por meio da extracdo sequencial de P do solo, Almeida e Rosolem
(2016) observaram uma maior concentracdo de P extraido por resina, NaHCOs e
NaOH, consideradas fracbes de P labil e moderadamente labil, apds o cultivo de
braquiaria do que apos pousio. A falta de correlagcdo entre os testes convencionais e
absorcdo de P pelas plantas cultivadas apés a braquiéria € um indicativo de que o
efeito da braquiaria ndo € adequadamente considerado por estes métodos de

extracdo, e outros métodos mais realisticos sdo necessarios para refletir a resposta
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das plantas a disponibilidade de P e para elucidar o efeito da braquiaria na mobilidade
e dessorcédo do P no solo.

A absorcao de P pelas plantas resulta em deple¢ao do P narizosfera, induzindo
a difusdo do P em direcdo as raizes e liberagcéo do P da fase sélida do solo (Barber et
al., 1963). O método de gradiente de difusdo em finas membranas (diffusive gradiente
in thin films — DGT) imita acdo das plantas, criando um fluxo difusivo devido ao
esgotamento do P, e induzindo o ressuprimento de P pela fase sélida do solo devido
ao desequilibrio entre a concentragdo do P adsorvido e do P na solucdo do solo
(Lehto, 2016). O método DGT tem sido usado com sucesso em uma ampla variedade
de solos para estimar a disponibilidade de P para diversas culturas como o milho (Six
et al., 2013; Heidari et al., 2017), cevada (Hordeum vulgare L.) (Tandy et al., 2011) e
trigo (Triticum Aestivum L.) (Mason et al., 2010). De acordo com Six et al. (2012), a
maior acuracia na estimativa da disponibilidade de P pelo método DGT do que os
meétodos convencionais de extracdo de P se deve ao processo de difusédo que € levado
em consideracdo com o método DGT, a menor interferéncia por outros a&nions com o
DGT, a extracdo de formas de P ndo labeis pela agitacao e baixa relacdo solo:solucéo
nos meétodos de extracdo convencionais e por causa da baixa confiabilidade na
determinacdo de P quando as concentracdes de P estdo proximas do limite de
deteccdo. O uso de uma analise de solo adequada para estimar a disponibilidade de
P nédo sé resulta em uma determinacao mais precisa do P biodisponivel, mas também
em uma melhor diagnose da viabilidade dos sistemas agricolas, contribuindo na busca
de sistemas de producéo de alimentos mais sustentaveis.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de longo prazo da rotacdo soja-
braquiaria na disponibilidade de P do solo e na cinética de dessor¢éo do P, em funcéo
da aplicacdo de doses de P. Especificamente para testar a hipétese de que o cultivo
de braquiaria resulta em menor dessorcdo de P no solo como discutido em estudos
prévios (Almeida et al., 2018a), afetando dessa forma os parametros relacionados

com a disponibilidade de P estimados pelo método DGT.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Caracterizacdo da area experimental e tratamentos

Um experimento de campo de longa duragao localizado em Botucatu, S&o
Paulo, Brasil (22°50'00" S; 48°25'31" O; 806 m de altitude) foi avaliado por dois anos
(2014 e 2015). O solo da area experimental € um Latossolo Vermelho distroférrico
(Santos et al., 2006), de textura média, com 670 g kg de areia e 210 g kg™ de argila.
A area selecionada para o experimento tem sido cultivada sob sistema semeadura
direta (SSD) desde 1998. De 1998 a 2005, foi cultivado soja [Glycine max (L.) Merrill]
no verdo em rotacdo com aveia preta (Avena strigosa Schreb.) e triticale (Avena
strigosa Schreb.) no outono/inverno, e milheto [Pennisetum glaucum (L.) R. Br.] na
primavera. A partir de 2006, quando o presente experimento foi iniciado, a soja foi
cultivada em rotacdo com braquiaria ruziziensis [Urochloa ruziziensis (R. Germ. e C.M.
Evrard) Morrone e Zuloaga] ou pousio, com a aplicacdo anual de 0, 30 e 60 kg hat de
P20s na forma de superfosfato triplo (SFT) no sulco de semeadura da soja. O
delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados no esquema
fatorial 2 x 3, com quatro repeticdes. As parcelas tiveram 8 m de comprimento x 5 m
de largura. No tratamento com pousio, houve o crescimento de plantas daninhas de
forma aleatéria e esparsa, com producdo de matéria seca em quantidade
insignificante no final do periodo de entressafra.

Amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0-5, 5-10, 10-20 e
20-40 cm, no més de novembro. Para isto, seis sub-amostras de solo foram
aleatoriamente coletadas por parcela para compor uma amostra por profundidade por
parcela, usando uma sonda de 50 mm de diametro. As amostras foram secas ao ar e

peneiradas em peneira de malha de 2 mm para posterior analise quimica,

4.2.2 Caracterizacao quimica do solo

Foram determinados o pH do solo em cloreto de célcio 0,01 mol L*? (1:2,5,
solo/solucéo) acidez potencial (H+Al) no pH 7 e capacidade de troca de cations (CTC)
de acordo com Raij et al. (2001). O P do solo foi extraido usando o método da resina
(Presina), de acordo com Raij et al. (1986). A caracterizagdo quimica do solo esta

apresentada na Tabela 13.
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Tabela 13 — Caracteristicas quimicas do solo, em quatro profundidades, para cada
tratamento, com braquidria ruziziensis ou pousio, e com 0, 30 e 60 kg ha' de P20s,
em 2014 e 2015.

Profundidade pHa Presina® H+Alc CTCY Profundidade pH Presina H+Al CTC

cm mg dm-? mmolc dm-3 cm mg dm-=  mmolc dm-?
Braquiaria Pousio
2014
0 kg ha'l de P20s
0-5 6,3 13 13 56 0-5 6,2 15 13 56
5-10 51 5 19 41 5-10 5,7 5 17 43
10-20 4.8 6 27 36 10-20 4.8 5 28 39
20-40 4.4 3 35 42 20-40 4,2 3 44 50
30 kg hal de P20s
0-5 6,4 19 12 61 0-5 6,3 18 13 53
5-10 57 7 18 45 5-10 5,6 9 18 43
10-20 4,6 5 30 41 10-20 4,7 6 27 39
20-40 4,2 3 39 44 20-40 4,2 3 39 45
60 kg hal de P2Os
0-5 6,3 26 13 52 0-5 6,4 26 12 60
5-10 55 18 22 47 5-10 5,9 3 16 44
10-20 4,5 7 34 45 10-20 4.8 7 27 39
2040 4,2 4 39 44 20-40 4,3 3 39 44
2015
0 kg hal de P-Os
0-5 6,5 13 13 60 0-5 6,7 15 13 57
5-10 6,0 8 18 48 5-10 7,5 7 15 44
10-20 54 7 24 39 10-20 5,8 8 25 40
20-40 5,0 3 34 44 20-40 52 3 40 49
30 kg hal de P20s
0-5 7,1 22 12 64 0-5 6,7 20 13 61
5-10 6,6 8 18 49 5-10 6,2 10 19 47
10-20 6,1 6 28 43 10-20 5,2 4 28 42
2040 5,6 3 41 48 2040 4,9 3 35 44
60 kg hal de P2Os
0-5 6,6 32 14 68 0-5 6,7 24 14 57
5-10 6,1 27 22 51 5-10 6,5 20 18 48
10-20 5,5 14 31 47 10-20 6,1 8 26 42
20-40 52 2 38 45 2040 57 3 35 42

a pH do solo em solugédo de cloreto de célcio.
b Fésforo extraido com resina.

¢ Acidez potencial.

d Capacidade de troca de céations.

4.2.3 Gradiente de difusao e equilibrio de difusdo em finas membranas

O P labil foi quantificado usando o método de gradiente de difusédo em finas
membranas (DGT) e o P da solucao do solo foi quantificado usando o equilibrio de
difusdo em finas membranas (DET) de acordo com o descrito por Menezes-Blackburn
et al. (2016b). O dispositivo DGT possui duas partes essenciais: uma membrana que
rettm o P, conhecida como camada de fixacdo, e uma membrana que permite a
difusdo do P antes da sua fixacdo, conhecida como camada de difusdo. Estas

camadas sao presas com uma capsula de plastico, permitindo que apenas a camada
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difusiva figue exposta por uma janela de exposicdo circular (2,54 cm?). Para evitar
entupimentos e danos a camada difusiva, uma membrana de filtro (0,45 um) é usada.
A camada de fixacdo (0,60 mm de espessura) é colocada por baixo da camada de
difusdo (0,78 mm de espessura), e o filtro (0,13 mm de espessura) € colocado por
cima da camada de difusdo. O dispositivo DET contém apenas a camada difusiva e o
filtro, acondicionados em capsulas similares as usadas para os DGTs. As camadas
de fixacdo e difusdo sdo compostas de hidrogel de poliacrilamida reticulada com
agarose. Para preparar as camadas, 70 pL de persulfato de amonia (10%) e 20 uL do
catalisador tetrametiletilenodiamina (TEMED) foram adicionadas em 10 mL de solucdo
de acrilamida contendo reticulantes (DGT Research Ltd., Lancaster, Reino Unido). A
solugdo preparada foi moldada entre duas placas de vidro separadas por um
espacador plastico e colocadas para polimerizar. Com o propdsito de preparar a
camada de fixacdo, os géis foram colocados em solucéo de cloreto de ferro (FeCls)
0,1 mmol L, de acordo com Santner et al. (2010). Ap6s cortar os géis de fixagédo,
cada pedaco do gel foi colocado em uma solucdo tampao preparada com acido 2-(N-
morfolino) etanosulfénico hidratado (MES) 0,05 mol L, por 2 horas. As camadas de
fixacdo foram lavadas trés vezes (com intervalos de duas horas) com agua ultrapura
Milli-Q (MQ) (Millipore, Massachusetts, EUA).

Amostras de solo (80 g) foram colocadas em frascos plasticos e molhadas com
agua MQ até aproximadamente 50% da capacidade de campo e incubadas por 72 h
a 24-25°C, para re-estabelecer a atividade microbiana. Apés a incubacao, foi
preparada a pasta de saturacdo do solo pela adicdo de agua MQ e misturando o solo
até que a capacidade maxima de retencdo de agua fosse alcancada (Zhang et al.,
1998). Os dispositivos DET foram implantados na pasta de saturacédo do solo por 24
h. No dia seguinte, os dispositivos DGT foram implantados nas mesmas condigdes
por 48 h. As camadas de difusdo e fixacdo dos dispositivos DET e DGT,
respectivamente, foram eluidas em 0,5 mL de solu¢do com H2SO04 0,25 mol L. Os
dispositivos DGT e DET foram implantados em duplicatas para cada repeticao
experimental. A concentracdo de P no eluente foi determinada usando o método do
verde de malaquita (Van Veldhoven e Mannaerts, 1987). A concentracdo do P na
camada de difuséo do dispositivo DET (Pper) é expressa como a concentracéo de P
em equilibrio com a solucéo do solo, representando assim a concentracdo do P na
solucéo do solo. A concentragédo do P labil na interface do solo e o dispositivo DGT

(Pocr) foi calculada usando a equacao 1 (Zhang e Davison, 1995).



118

MA
Pogt = D—Af (1)

Na equacéo 1, M é a massa de P acumulada na camada de fixacdo, A € area
da janela de exposicdo do DGT (2,54 cm?), t é o tempo de implantacéo (48h), Ag é a
espessura total do filtro e das camadas de fixacdo e difusdo (0,91 mm), e D é o
coeficiente de difusédo do P na camada de difuséo (6,05E-6 cm? st a 25°C).

A razéo (R) entre a concentracdo do Poct € 0 Poet foi calculada de acordo com
a equacdo 2. Essa razédo € indicativa da capacidade de fornecimento de P pelo solo
considerando a difusdo e o suprimento do P pela fase soélida.

R = ober )

PpET

A razéo entre o PpcT € 0 Pper que considera apenas o suprimento de P do solo
para o dispositivo DGT por meio da difusdo (Rudir) foi calculado usando um modelo
numeérico conhecido como DIFS (Harper et al., 2000). Alguns parametros foram
calculados para aplicacdo do modelo DIFS, como a concentracdo de particulas no
solo (Pc), porosidade do solo (¢), coeficiente de difusdo de P no solo (Ds), de acordo
com Harper et al. (1998). Para simular um cenario em que ocorre apenas difusdo do
P da solucéo do solo para a camada de fixacdo, sem contribuicdo da fase soélida do
solo, foi atribuido parametros de ressuprimento extremamente baixos (K4 muito baixo,
e Tc muito alto) no modelo DIFS; em que que Kq é coeficiente de particdo entre o P da
fase sélida e da fase liquida do solo; e, o Tc é o tempo levado pelos componentes do
Ka para alcangar 63% do equilibrio apds a concentracdo da solugcéo ser esgotada a
zero, também descrito como o tempo de resposta do sistema (Honeyman e Santschi,
1988). Assumindo-se que 0 Presina € uma estimativa do P labil da fase solida do solo,
0 Ka foi calculado como Presina/PpcT. O suprimento relativo de P apenas pela fase solida
(R-Ruif) foi calculado subtraindo o valor da razéo Rdif da razéo R.

O Poct pode ser convertido em uma concentragdo efetiva (Pe) usando a
equacdo 3 (Zhang et al., 2001), para representar o P disponivel tanto da solugéo do

solo quanto o P labil da fase sélida.

P
o= @

Por meio do modelo DIFS, o Tc foi obtido, e assim a constante da taxa de

dessorcéo (K-1) foi estimada de acordo com a equacéo 4 (Harper et al., 1998);

1

K, = ——m
17 T, (14+K4Po)

(4)
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4.2.4 FoOsforo na biomassa microbiana

A analise com DGT/DET foi conduzida em solo nao esterilizado com o propdsito
de ter uma melhor representacéo das condi¢des naturais do solo. Portanto, parte do
P dessorvido pode ser interceptado e imobilizado pela biomassa microbiana antes de
ser acumulado na camada de fixacdo do DGT. A analise do P na biomassa microbiana
(Pmicrobiano) foi analisado simultaneamente a analise com DGT/DET com o objetivo de
verificar se as mudancas observadas na mobilidade e disponibilidade do P ocorreram
em funcado da imobilizacdo do P pela comunidade microbiana do solo. O Pmicrobiano fOi
qguantificado de acordo com as modificacdes propostas por Stutter et al. (2015) sobre
0 método descrito por Mclaughlin et al. (1986), usando a mesma pasta de saturacao
preparada para as anélises com DGT e DET. Quadruplicatas da pasta de saturacéo
(equivalente a 1 g de solo seco) foram extraidas por 16 h em 10 mL de agua MQ com
resinas de troca aniénica na forma de lamina, com e sem a adicdo de 0,4 mL de
hexanol. Apés 16 h, as resinas foram eluidas com acido cloridrico (HCI) 0,5 mol L e
a concentracdo de P foi determinada com o método do verde de malaquita. O Pmicrobiano
foi estimado pela diferenca entre as amostras extraidas com e sem hexanol. Um fator
de correcao foi determinado para considerar a adsor¢cao do P na fase sélida do solo
durante a extracdo, por meio da adi¢édo de um padrdo de 20 mg g de P pouco antes

da adicdo das resinas.

4.2.5 Anélise estatistica

Os dados de cada profundidade do solo foram submetidos a andlise de
homogeneidade de variancia pelo teste de Levene, e a andlise de variancia pelo teste
F (p < 0,05), considerando o delineamento em blocos inteiramente casualizados no
esquema fatorial 2 x 3, com quatro repeticdes. As médias foram comparadas pelo
teste t de Student (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o software
SAS, versdo 9.4 (SAS Inst., Carolina do Norte, EUA).
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4.3 Resultados
4.3.1 Gradiente de difuséo e equilibrio de difusdo em finas membranas

As diferencas entre o solo cultivado com braquiaria e pousio foram observadas
principalmente nas camadas do solo abaixo de 5 cm de profundidade. A concentracao
do Poet (concentracdo na solugéo do solo) foi menor apos a braquiaria do que apos o
pousio na profundidade de 5-10 cm do solo independentemente das doses de P. Em
2015, a concentracdo do Pper has camadas de 10-20 e 20-40 cm de profundidade
foram menores apdés a braquiaria do que o pousio quando 60 kg ha? de P2Os foram

aplicados (Tabela 14).
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Tabela 14 — Concentragéo de P na solucdo do solo (Ppoer) e concentracao efetiva de P (Pe) em quatro profundidades do solo em
funcdo do cultivo de braquiaria ruziziensis e doses de P, em 2014 e 2015.

Doses de P (kg ha! de P20s)

Doses de P (kg ha de P20s)

Entressafra 0 30 0 Média Entressafra 0 320 0 Média
2014 2015
Poet (g L?)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 7,4 29,1 28,6 21,7 s Braquiaria 26,3 40,7 56,6 41,2 ns
Pousio 13,4 28,0 36,5 26,0ns Pousio 36,2 50,4 55,9 47,51
Média 10,4 b2 28,6 a 32,6 a Média 31,2b 455 ab 56,3 a
5-10cm 5-10cm
Braquiaria 11,7 19,4 25,4 18,8 B Braquiaria 12,3 13,1 26,2 17,2B
Pousio 21,1 17,0 40,1 26,1 A Pousio 12,1 19,5 31,7 21,1A
Média 16,4 b 18,2 b 32,8a Média 122b 16,3 b 289 a
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 6,0 111 16,5 11,2ns Braquiaria 8,7 Aa 9,6 Aa 11,0 Ba 9,8
Pousio 8,3 8,7 19,5 12,2ns Pousio 5,9 Bb 8,2 Ab 24,0 Aa 12,7
Média 71b 99b 18,0 a Média 7,3 8,9 17,5
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 18,2 Aab 19,2 Aa 14,6 Ab 17,3 Braquiaria 9,9 Ab 14,6 Aa 11,1 Bb 11,9
Pousio 17,2 Aa 13,1 Ba 16,7 Aa 15,7 Pousio 8,8 Ab 7,4 Bb 19,5 Aa 11,9
Média 17,7 16,2 15,6 Média 9,3 11,0 15,3
Pe (mg LY)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 0,25 0,58 0,77 0,53ns Braquiaria 0,43 0,96 1,10 0,83ns
Pousio 0,41 0,60 0,92 0,64ns Pousio 0,52 0,83 1,08 0,81ns
Média 0,33¢c 0,59b 0,85a Média 0,47 c 0,90b 1,09 a
5-10 cm 5-10cm
Braquiaria 0,06 Ab 0,04 Ab 0,31 Ba 0,13 Braquiaria 0,04 0,06 0,60 0,24B
Pousio 0,18 Ab 0,16 Ab 0,78 Aa 0,37 Pousio 0,11 0,30 1,02 0,48 A
Média 0,12 0,10 0,54 Média 0,08 b 0,18 b 0,81 a
10-20 cm 10-20 cm
Braquidria 0,04 0,06 0,15 0,08 B Braquiéria 0,03 Ab 0,04 Bb 0,10 Ba 0,06
Pousio 0,06 0,15 0,35 0,18 A Pousio 0,05 Ac 0,11 Ab 0,44 Aa 0,20
Média 0,05b 0,11 b 0,29 a Média 0,04 0,07 0,27
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 0,03 Ba 0,02 Bb 0,04 Aa 0,03 Braquiéaria 0,03 0,04 0,05 0,04 B
Pousio 0,04 Aab 0,05 Aa 0,03 Ab 0,04 Pousio 0,06 0,08 0,07 0,07 A
Média 0,04 0,03 0,03 Média 0,05b 0,06 a 0,06 a

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e mailsculas na coluna séo significativamente diferentes, teste t (p < 0.05). " N&o significativo.
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A concentragdo do Pe foi menor apos a braquiaria do que o pousio
independentemente das doses de P, na camada de 10-20 cm de profundidade em
2014, e nas camadas de 5-10 e 20-40 cm em 2015. Nas outras profundidades do
solo, o Pe foi menor apds a braquiaria do que apds o pousio quando houve aplicacdo
de P (Tabela 14). A proporcdo do Pe reabastecido pela fase solida (Pe-Poer) foi

claramente maior do que o P da solucédo do solo (Pper) (Figura 15).
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Figura 15 — Concentracéo efetiva de fésforo (Pe) no solo em funcédo do cultivo de
braquiaria ruziziensis ou pousio e doses de P (0, 30 e 60 kg ha* de P-Os) em gquatro
profundidades do solo, em 2014 e 2105. A contribuicdo da fase liquida do solo (Poer)
e a fase solida do solo (Pe-PoeT) estdo destacadas em cinza claro e cinza escuro,
respectivamente. As barras de erro representam o erro padrao.
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O cultivo de braquiaria resultou em menor concentracdo do Ppst do que o
pousio, abaixo de 5 cm de profundidade do solo, em 2014 e 2015 (Tabela 15). A
braquiaria também resultou em menor ressuprimento da fase solida do solo, abaixo
de 5 cm de profundidade, em ambos os anos, principalmente nos solos que receberam
aplicacéo de P. Interessantemente, o Kd foi maior apos a braquiaria do que apos o
pousio nas camadas de 0-5 cm em 2014 e 5-10 cm em 2015, independentemente
das doses de P, e nas camadas de 5-10 e 10-20 cm em 2014 e 2015,

respectivamente, quando 60 kg ha! de P2Os foram aplicados.



125

Tabela 15 — Concentracéo de fosforo (P) na interface do solo e do dispositivo DGT (Ppcrt) € potencial de ressuprimento de P (Kad)

em quatro profundidades do solo em funcéo do cultivo de braquiéria ruziziensis e doses de P, em 2014 e 2015.
Doses de P (kg ha! de P2Os) Doses de P (kg ha! de P2Os)

Entressafra 0 30 0 Média Entressafra 0 320 0 Média
2014 2015
Poer (ug L)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 51 12,6 16,7 11,5n Braquiaria 9,0 20,8 23,4 17,7
Pousio 8,8 12,6 19,3 13,61 Pousio 10,9 17,4 22,3 16,81
Média 7,0c2 126 b 18,0 a Média 99b 19,1a 228 a
5-10cm 5-10cm
Braquiéaria 0,7 Ab 0,8 Ab 5,8 Ba 2,4 Braquiaria 0,9 Ab 1,3 Ab 12,7 Ba 50
Pousio 1,1 Ab 3,0 Ab 14,5 Aa 6,2 Pousio 2,3 Ab 6,3 Ab 20,9 Aa 9,8
Média 0,9 1,9 10,1 Média 1,6 3,8 16,8
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 1,2 1,1 52 25B Braquiaria 0,6 Ab 0,6 Bb 1,7 Ba 1,0
Pousio 3,3 2.8 5,5 38A Pousio 0,9 Ac 1,9 Ab 7,9 Aa 3,5
Média 22b 19b 53a Média 0,7 1,3 4.8
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 0,8 Aa 0,5Bb 0,8 Aa 0,7 Braquiaria 0,7 0,9 0,9 0,8B
Pousio 0,9 Aa 1,0 Aa 0,7 Ab 0,9 Pousio 1,4 1,6 1,6 15A
Média 0,9 0,7 0,8 Média 1,0b 1,2a 1,3a
Ka (cm?3 g?)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 1842 770 976 1196 A Braquiaria 501 583 527 537 s
Pousio 1216 758 713 896 B Pousio 508 431 443 461ns
Média 1529 a 764 b 845 b Média 504 s 507 s 485 s
5-10 cm 5-10 cm
Braquiaria 508 Aab 395 Ab 709 Aa 537 Braquiaria 633 711 1123 822 A
Pousio 293 Ab 530 Aa 349 Bab 391 Pousio 582 546 667 598 B
Média 400 462 529 Média 607 b 628 b 895 a
10-20 cm 10-20 cm
Braquiéria 1002 Aa 415 Ab 457 Ab 625 Braquiaria 1013 Aa 745 Aa 1267 Aa 1008
Pousio 579 Ba 656 Aa 392 Aa 542 Pousio 1306 Aa 508 Ab 347 Bb 720
Média 791 535 424 Média 1159 626 807
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 155 131 250 179ns Braquiaria 371 193 218 261"
Pousio 200 219 181 200" Pousio 402 367 165 311ns
Média 177ns 175ns 215ns Média 387 a 280 ab 192 b

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e mailsculas na coluna sao significativamente diferentes, teste t (p < 0.05). "™ N&o significativo.
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A razédo R entre o Ppoct € 0 Pper foi menor apos a braquiaria do que o pousio
nas camadas de 5-10 cm em 2014 e 2015, e 10-20 cm em 2015, independentemente
das doses de P. Quando o P foi aplicado na dose de 30 kg ha! de P20s e quando o
P néo foi aplicado, o R calculado foi menor com a braquiaria do que com pousio a 10—
20 cm de profundidade em 2014, e a 20—-40 cm em 2014 e 2015. No geral, 0 Ruit foi
bastante baixo, cerca de apenas 0,02, consequentemente, 0 ressuprimento relativo

da fase solida do solo (R-Rudif) foi bastante similar ao valor de R (Tabela 16).
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Tabela 16 — Razéo (R) entre a concentragdo do Ppcr e Pper, € 0 suprimento relativo da fase soélida do solo (R-Rdif) em quatro
profundidades do solo em funcdo do cultivo de braquiaria ruziziensis e doses de P, em 2014 e 2015.

Doses de P (kg ha! de P20s)

Doses de P (kg ha de P20s)

Entressafra 0 30 0 Média Entressafra 0 320 0 Média
2014 2015
R (Poct/PpET)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 0,58 0,48 0,60 0,55nm Braquiaria 0,35 0,54 0,37 0,42
Pousio 0,68 0,49 0,47 0,55ns Pousio 0,35 0,36 0,42 0,38ns
Média 0,63ns 0,49ns 0,53ns Média 0,35ns 0,45ns 0,40ns
5-10cm 5-10cm
Braquiaria 0,07 0,04 0,22 0,11 B2 Braquiaria 0,07 0,11 0,25 0,15B
Pousio 0,06 0,15 0,32 0,18 A Pousio 0,19 0,32 0,42 0,31 A
Média 0,07 b 0,10 b 0,27 a Média 0,13 b 0,22 b 0,34 a
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 0,19 Bab 0,10 Bb 0,34 Aa 0,21 Braquiaria 0,08 0,07 0,16 0,11 B
Pousio 0,40 Aa 0,35 Aa 0,25 Aa 0,33 Pousio 0,16 0,23 0,33 0,24 A
Média 0,30 0,23 0,29 Média 0,12 b 0,15b 0,24 a
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 0,04 Aa 0,03 Bb 0,05 Aa 0,04 Braquiaria 0,07 Ba 0,06 Ba 0,09 Aa 0,07
Pousio 0,06 Ab 0,08 Aa 0,04 Ab 0,06 Pousio 0,17 Ab 0,22 Aa 0,08 Ac 0,16
Média 0,05 0,05 0,05 Média 0,12 0,14 0,08
R-Ruit
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 0,56 0,46 0,58 0,53ns Braquiaria 0,33 0,52 0,35 0,40ns
Pousio 0,66 0,47 0,45 0,53ns Pousio 0,33 0,33 0,40 0,36"s
Média 0,61ns 0,46 s 0,51ns Média 0,33ns 0,43ns 0,38ns
5-10 cm 5-10cm
Braquiaria 0,05 0,02 0,20 0,09B Braquiaria 0,05 0,09 0,23 0,12B
Pousio 0,04 0,14 0,30 0,16 A Pousio 0,17 0,30 0,40 0,29 A
Média 0,05b 0,08b 0,25 a Média 0,11b 0,20 b 0,32a
10-20 cm 10-20 cm
Braquiéria 0,17 Bab 0,08 Bb 0,32 Aa 0,19 Braquiaria 0,06 0,06 0,14 0,09B
Pousio 0,38 Aa 0,33 Aa 0,24 Aa 0,32 Pousio 0,14 0,21 0,31 0,22 A
Média 0,28 0,21 0,28 Média 0,10 b 0,13 b 0,23 a
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 0,02 Aa 0,01 Bb 0,03 Aa 0,02 Braquiaria 0,05 Ba 0,04 Ba 0,07 Aa 0,05
Pousio 0,04 Ab 0,06 Aa 0,02 Ab 0,04 Pousio 0,15 Ab 0,20 Aa 0,06 Ac 0,13
Média 0,03 0,03 0,03 Média 0,10 0,12 0,06

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e maidsculas na coluna séo significativamente diferentes, teste t (p < 0.05). " N&o significativo.
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O suprimento de P para o DGT foi afetado pela rotacdo com braquiaria, doses
de P, e profundidade do solo, como observado nos valores de R de acordo com o
tempo de implantag&o do dispositivo DGT (Figura 16). Na profundidade de 0-5 cm do
solo, o suprimento de P pelo DGT foi constante apds 1 hora de implantagdo em todos
os tratamentos, 0 que € coerente com um alto ressuprimento de P pela fase sélida do
solo. Por outro lado, na camada de 5-10 cm de profundidade, houve um pico de
suprimento do P para o DGT seguido de um decréscimo na primeira hora de
implantagédo, no solo que ndo recebeu aplicacdo de P, e na dose de 30 kg ha de
P20s quando a braquiéria foi cultivada em 2014, enquanto que em 2015 o decréscimo
no suprimento de P foi observado apenas quando a braquiéria foi cultivada, com 0 e
30 kg ha' de P20s. Na profundidade de 10-20 cm do solo, o decréscimo no
suprimento de P também foi observado apenas quando a braquiéria foi cultivada com
0 e 30 kg ha' de P20s. Na profundidade de 20-40 cm do solo, a redugédo no
suprimento de P foi observada em todos os tratamentos, mas apenas o solo em pousio
recebendo aplicacbes de 30 e 60 kg ha! de P20s teve um pequeno, mas constante
suprimento de P em 2015.
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Figura 16 — Razdo R de acordo com o tempo em quatro profundidades do solo em
funcéo do cultivo de braquiaria ruziziensis ou pousio e doses de P (0, 30 e 60 kg ha
de P20s5), em 2014 e 2015.
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4.3.2 Parametros calculados com o modelo DIFS

O Tc e K1 foram afetados pelo cultivo de braquiaria na entressafra e doses de
P, em ambos 0s anos e em todas as profundidades. No geral, o T¢ foi maior apds o
cultivo de braquiéaria do que ap6s o pousio quando o P ndo foi aplicado ou aplicado na
dose de 30 kg ha* de P20s. Nas parcelas com braquidria, a aplicacdo de 60 kg ha
de P20s resultou em menor Tc do que outras doses de P, enquanto que nas parcelas
em pousio a aplicacédo de 60 kg ha! de P20s resultou em maior Tc do que as outras
doses (Tabela 17).

Em 2014, a dessorcao do P foi menor apds a braquiaria do que apos o0 pousio
na camada de 0-5 cm, quando houve aplicacdo de 30 e 60 kg ha de P20s, e nas
camadas de 10-20 e 20-40 cm quando 30 kg ha! de P20Os foram aplicados. Em 2015,
o K-1 foi menor apés a braquiaria do que apds o pousio com 30 e 60 kg ha de P20s
nas camadas de 5-10 e 10-20 cm do solo, e a 20—40 cm quando 30 kg ha* foram

aplicados (Tabela 17).
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Tabela 17 — Tempo de resposta do sistema (Tc) e constante de dessor¢cao (K-1) em quatro profundidades do solo em funcgéo do
cultivo de braquiaria ruziziensis e doses de P, em 2014 e 2015.

Doses de P (kg ha de P20s)

Doses de P (kg ha! de P20s)

Entressafra 0 30 0 Média Entressafra 0 320 60 Média
2014 2015
Tec (S'l)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 7,8E+01 Aba 1,4E+02 Aa 5,9E+01 Bb 9,1E+01 Braquiaria 3,1E+02 Aa 7,2E+01 Bb 2,7E+02 Aa 2,2E+02
Pousio 3,2E+01 Bb 1,2E+02 Aa 1,4E+02 Aa 9,6E+01 Pousio 3,0E+02 Aa 2,9E+02 Aab 1,7E+02 Ab 2,5E+02
Média 5,5E+01 1,3E+02 9,7E+01 Média 3,1E+02 1,8E+02 2,2E+02
5-10cm 5-10 cm
Braquiaria 1,1E+04 Aab 4,2E+04 Aa 8,8E+02 Ab 1,8E+04 Braquiaria 5,4E+03 Aa 5,3E+03 Aa 7,5E+02 Ab 3,8E+03
Pousio 1,9E+04 Aa 1,9E+03 Bb 5,8E+02 Ab 7,1E+03 Pousio 1,4E+03 Ba 3,8E+02 Ba 1,9E+02 Aa 6,6E+02
Média 1,5E+04 2,2E+04 7,3E+02 Média 3,4E+03 2,8E+03 4, 7E+02
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 1,2E+03 Ab 4,0E+03 Aa 2,8E+02 Ac 1,8E+03 Braquiaria 7,0E+03 Aa 8,5E+03 Aa 1,6E+03 Ab 5,7E+03
Pousio 1,8E+02 Bb 2,7E+02 Bab 5,7E+02 Aa 3,4E+02 Pousio 1,7E+03 Ba 6,8E+02 Ba 2,8E+02 Aa 9,0E+02
Média 7,0E+02 2,1E+03 4,2E+02 Média 4, 4E+03 4,6E+03 9,2E+02
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 9,0E+04 Ab 3,7E+05 Aa 3,0E+04 Ac 1,6E+05 Braquiaria 1,8E+04 Aa 2,1E+04 Aa 8,2E+03 Ab 1,5E+04
Pousio 2,3E+04 Bab 1,1E+04 Bb 4,.6E+04 Aa 2,7E+04 Pousio 2,2E+03 Bb 1,0E+03 Bb 1,2E+04 Aa 5,1E+03
Média 5,7E+04 1,9E+05 3,8E+04 Média 9,9E+03 1,1E+04 1,0E+04
K-1 (s?)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 1,7E-06 Bb 2,5E-06 Aab 4,3E-06 Aa 2,8E-06  Braquiaria 1,6E-06 Ab 6,0E-06 Aa 1,8E-06 Ab 3,1E-06
Pousio 6,4E-06 Aa 2,7E-06 Ab 2,5E-06 Ab 3,9E-06 Pousio 1,6E-06 Aa 2,0E-06 Bb 3,2E-06 Aa 2,2E-06
Média 4,1E-06 2,6E-06 3,4E-06 Média 1,6E-06 4,0E-06 2,5E-06
5-10 cm 5-10 cm
Braquiaria 4,0E-08 Ab 1,3E-08 Bb 3,4E-07 Ba 1,3E-07 Braquiaria 7,2E-08 Aa 6,7E-08 Ba 3,0E-07 Ba 1,4E-07
Pousio 3,9E-08 Ab 2,1E-07 Ab 1,1E-06 Aa 4,3E-07 Pousio 3,0E-07 Ac 1,2E-06 Ab 1,9E-06 Aa 1,1E-06
Média 4,0E-08 1,1E-07 7,0E-07 Média 1,8E-07 6,1E-07 1,1E-06
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 1,8E-07 Bb 1,2E-07 Bb 1,6E-06 Aa 6,4E-07  Braquiaria 2,8E-08 Aa 3,1E-08 Ba 1,0E-07 Ba 5,3E-08
Pousio 2,0E-06 Aa 1,2E-06 Ab 9,3E-07 Ab 1,4E-06 Pousio 9,3E-08 Ac 5,7E-07 Ab 2,1E-06 Aa 9,1E-07
Média 1,1E-06 6,5E-07 1,3E-06 Média 6,0E-08 3,0E-07 1,1E-06
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 2,1E-08 Ba 5,0E-09 Bb 3,4E-08 Aa 2,0E-08 Braquiaria 3,7E-08 Bb 5,9E-08 Bab 1,3E-07 Aa 7,4E-08
Pousio 5,5E-08 Ab 1,0E-07 Aa 3,0E-08 Ab 6,3E-08 Pousio 3,1E-07 Ab 6,4E-07 Aa 1,4E-07 Ac 3,6E-07
Média 3,8E-08 5,4E-08 3,2E-08 Média 1,7E-07 3,5E-07 1,3E-07

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e mailsculas na coluna sao significativamente diferentes, teste t (p < 0.05).
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4.3.3 Fosforo na biomassa microbiana

A braquiaria também afetou 0 Pmicrobiano de acordo com a aplicacdo de P. Na
profundidade de 0-5 cm, o cultivo de braquiéria resultou em maior concentracdo de
Pmicrobiano d0 que 0 pousio apenas quando nao houve aplicacdo de P. Na camada de
10-20 cm do solo, a braquiaria resultou em uma menor concentra¢cao de Pmicrobiano dO
gue o pousio quando o P foi aplicado na dose de 60 kg ha'! de P20Os (Tabela 18). Na
camada de 5-10 cm do solo, a concentracdo de Pmicrobiano fOi apenas afetada pelas

doses de P, com uma menor concentracao quando o P nao foi aplicado.
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Tabela 18 — Concentragéo de fosforo na biomassa microbiana (Pmicrobiano) €m quatro profundidades do solo em funcgéo do cultivo de
braquiéria ruziziensis e doses de P, em 2014 e 2015.
Doses de P (kg ha! de P20s)

Doses de P (kg ha de P20s)

Entressafra 0 30 0 Média Entressafra 0 320 0 Média
2014 2015
P microbiano (mg kgl)
0-5cm 0-5cm
Braquiaria 2,39 Aa2 1,26 Ab 0,77 Ab 1,48 Braquiaria 2,27 Aa 1,75 Ab 0,78 Ab 1,60
Pousio 1,43 Ba 1,31 Aa 1,12 Aa 1,29 Pousio 1,17 Ba 1,58 Aa 0,78 Aa 1,18
Média 1,91 1,29 0,95 Média 1,72 1,67 0,78
5-10cm 5-10 cm
Braquiaria 0,88 1,28 2,85 1,67 Braquiaria 1,13 1,48 1,60 1,41ns
Pousio 1,08 1,78 3,72 2,19 ns Pousio 0,96 1,37 1,55 1,29 s
Média 0,98 b 1,53 b 3,29 a Média 1,04 b 1,43 a 1,58 a
10-20 cm 10-20 cm
Braquiaria 0,37 Ab 0,78 Aa 0,27 Bb 0,48 Braquiaria 0,48 Aa 0,47 Aa 0,25 Bb 0,40
Pousio 0,35 Ab 0,57 Ba 0,64 Aa 0,52 Pousio 0,36 Bb 0,30 Bb 0,69 Aa 0,45
Média 0,36 0,68 0,46 Média 0,42 0,39 0,47
20-40 cm 20-40 cm
Braquiaria 0,25 0,29 0,23 s 0,26 Braquiaria 0,13 Bb 0,27 Aa 0,24 Aa 0,21
Pousio 0,28 0,23 0,29 ns 0,27 Pousio 0,31 Aa 0,17 Bc 0,22 Ab 0,23
Média 0,27 ns 0,26 s 0,26 s Média 0,22 0,22 0,23

aMédias seguidas por letras minusculas diferentes na linha e mailsculas na coluna séo significativamente diferentes, teste t (p < 0.05). " N&o significativo.
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4.4 Discusséo

O frequente acumulo de P nas camadas mais superficiais de solos sob SSD
resultou em maiores concentragdes de Pper e Ppct, em todos os tratamentos. De
acordo com Pavinato et al. (2009), a estratificagdo da distribuicdo do P no perfil do
solo sob SSD é acentuada devido ao baixo revolvimento do solo em comparag¢ao com
0 sistema convencional de cultivo, assim como pela aplicacdo de fertilizantes
fosfatados, decomposi¢do dos residuos de plantas na superficie do solo, e a baixa
mobilidade do P no solo. Os valores do Pper foram cerca de 75% menores na camada
de 20—40 cm de profundidade com relacédo a camada de 0—5 cm, enquanto que o0 Ppet
foi 95% menor na camada de 20—40 cm com relacdo a camada mais superficial do
solo, indicando uma fixagdo de P mais forte e menor biodisponibilidade de P na
camada de 20-40 cm de profundidade do que na camada mais préxima da superficie,
como ja esperado. A menor concentracdo do Ppct has camadas mais profundas do
solo comparada com as mais rasas é um indicativo de que nao s6 o fornecimento de
P pela solucdo do solo é baixo, mas também que o reabastecimento de P pela fase
sélida do solo é reduzido (Lehto, 2016), como o observado na Figura 15.

A braquiaria provavelmente resulta em imobilizacdo do P e reducdo deste
nutriente na solu¢do do solo, uma vez que o Pper foi menor apods a braquiaria. De
acordo com Almeida et al. (2018b), a braquiaria ruziziensis € responsiva a aplicacao
de P, com alto acimulo de P em sua biomassa, possivelmente devido a um maior
crescimento do seu sistema radicular, 0 que consequentemente pode reduzir 0 Ppet
até nas camadas mais profundas do solo, como o observado na profundidade de 20—
40 cm em 2015. O esgotamento do P nas camadas mais profundas do solo ja foi
reportado em solo cultivado com braquiaria, o que pode ser uma estratégia para ciclar
o P para camadas mais préximas da superficie (Almeida e Rosolem, 2016). Porém,
nenhum aumento na concentragdo de Pper e Ppcr foi observado nas camadas mais
préximas da superficie do solo apés o cultivo de braquiaria. De acordo com a primeira
lei de Fick (lei da difuséo), o fluxo de P € proporcional ao gradiente de concentracédo
do P, sendo que o fluxo € maior quando a concentracdo de P na solucdo do solo é
alta e a concentragdo na superficie das raizes é baixa. Com isto, uma vez que o Pper
€ reduzido, o movimento de P para o DGT e para as raizes sera afetado, resultando
em uma menor concentracdo do Ppct (Lehto, 2016) e uma menor biodisponibilidade
de P, uma vez que a difusdo do P € o principal mecanismo pelo qual o P se move em

direcdo as raizes (Barber et al., 1963).
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O Pe é uma concentragdo hipotética do P necessario para fornecer P para o
dispositivo DGT apenas por difusédo (Zhang et al., 2001), e representa o P labil (P da
solucéo + P dessorvivel). Os valores observados de Pe também foram menores apos
a braquiéria do que apos o pousio. A contribuico relativa da difuséo (Rudif) foi bastante
baixa, e teve pouca variacao entre os tratamentos devido a similaridade da porosidade
e concentracdo de particulas entre os tratamentos, assim como o observado por
Mason et al. (2010). Isto significa que o reabastecimento de P pela fase sélida do solo
foi o principal processo afetando a concentracdo do Ppct, 0 que € claramente
observado na Figura 15.

A rotacdo com braquiaria por longo prazo pode ter resultado em um aumento
dos sitios de adsor¢éao dos compostos de Fe e Al no solo, devido as interacdes com a
alta concentracdo de MOS (Almeida et al., 2018a), causando uma maior adsorcao de
P e menor reabastecimento de P para a solucéo do solo pela fase sélida. A razdo R é
um indicativo da capacidade de fornecimento de P para o dispositivo DGT (Harper et
al., 2000). De acordo com Zhang et al. (1998), o valor maximo de R € observado dentro
da primeira hora de implantagcdo do DGT, e pode alcangar um valor constante ou
decrescer progressivamente. A extensdo em que este decréscimo ocorre é
determinada pela habilidade de reabastecimento de P pela fase sélida (Zhang et al.,
1998), e foi claramente diferente entre os tratamentos e profundidades do solo (Figura
16). No geral, a profundidade de 0-5 cm tem uma maior concentragéo de P, o que
proporciona condi¢cdes para uma maior dessorcao de P e para obter um acumulo
constante de P na camada de fixacdo do DGT, sendo este um caso designado como
caso sustentado com curso estavel, distinguido por um alto K¢ € um Tc intermediario,
de acordo com Harper et al. (2000). Quando a fase solida do solo ndo € capaz de
reabastecer o P em grandes quantidades para a solu¢édo do solo, o P da solucéo é
reduzido, a razdo R é reduzida, e observa-se o caso parcialmente sustentado sem
curso estavel, de acordo com Harper et al. (2000), assim como o observado nas
camadas de 5-10 e 10-20 cm de profundidade apds o cultivo de braquiaria. Sendo
assim, o cultivo de braquiaria também reduz o reabastecimento de P pela fase solida
do solo, resultando em reducdo da concentragdo do P da solucdo do solo, e
consequentemente menores valores da razao R, independentemente das doses de P
(Tabela 16). Na camada de 20-40 cm, o caso de difuséo foi observado, o qual é
caracterizado por um alto fluxo inicial de P em dire¢cdo a camada de difuséo, seguido

por um acentuado decréscimo do R devido a falta de reabastecimento de P pela fase
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sélida do solo (Harper et al., 2000). Assim como o observado por Santner et al. (2015),
guando os sitios de adsor¢édo do P estdo pouco saturados, como na camada de 20—
40 cm do solo, os sitios ndo ocupados com P atuam como um dreno muito forte,
reduzindo a difusdo e desacelerando a dessorgao.

No geral, a contribuicdo da difusdo do P no solo estudado foi muito menor do
gue o fornecimento da fase sélida do solo, desde que o Rdit foi muito menor do que o
R. A difuséo de P no solo e consequente disponibilidade do P é afetada pela umidade,
densidade, mineralogia, concentragéo de P na solucéo do solo e atividade microbiana
(Barber, 1995; Hinsinger et al., 2011). A alta adsorcado de P nos 6xidos de Fe e Al
neste solo altamente intemperizados (Almeida et al., 2018a), resulta em menor Pper
reduz o fluxo de difusdo, afetando o movimento do P em direcdo as raizes
(Raghothama e Karthikeyan, 2005). Os microorganismos do solo podem reduzir a
disponibilidade de P pela imobilizacdo do P na biomassa microbiana (Schachtman et
al., 1998). Contudo, 0 Pmicrobiano parece néo estar relacionado com o baixo Poper,
principalmente no solo cultivado com braquiéria. O aumento da dose de P resulta em
um aumento da absorcdo de P e crescimento da braquiaria (Almeida et al., 2018b),
competindo com 0s microorganismos pelo P, e assim, indicando que o P é um
nutriente limitante para a proliferacdo dos microorganismos quando a braquiaria é
cultivada (Nziguheba et al., 1998), e ndo o inverso. No solo mantido em pousio durante
a entressafra, provavelmente h& uma menor competicdo de plantas com
microorganismos pelo P do solo, e a concentragdo de Pmicrobiano aumenta com a
aplicacao de P. Vale a pena mencionar que 0os dados de Pmicrobiano Observados séo
pouco conclusivos, no entanto, o solo com braquiéria e o solo com pousio apresentam
uma tendéncia oposta na concentra¢ao do Pmicrobiano de acordo com a aplicacdo de P.
Com a braquiaria, a concentragao de Pmicrobiano fOi maior sem aplicacdo de P enquanto
gue no solo com pousio a concentrag@o de Pmicrobiano fOi maior com a aplicacéo de P.
Normalmente, assume-se que 0S Mmicroorganismos na rizosfera sdo capazes de
adquirir o P antes das plantas (Menezes-Blackburn et al., 2016a), sendo assim, a
menor concentragdo do Pmicrobiano pode ser um indicativo de que a rizosfera da
braquiéria possui condicbes para um baixo desenvolvimento microbiano quando h&a
aplicacdo de P. Varios mecanismos de mobilizacdo de P por rizobactérias ja foram
descritos (Menezes-Blackburn et al., 2013; George et al., 2017) e as condi¢des na
rizosfera da braquiaria para a proliferacdo da comunidade microbiana pode ter sido

uma causa indireta para a menor cinética de dessorgdo. Porém, esta hipotese é bem
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especulativa e precisa ser melhor explorada em novos estudos que detalhem o efeito
da braquiaria na abundancia e atividade dos microorganismos na rizosfera.

As concentracdes de Poet e Ppet no presente estudo foram muito abaixo do
que o reportado por Menezes-Blackburn et al. (2016b) em varios solos do Reino
Unido. Os menores valores de Poet e Poct reportados por Menezes-Blackburn et al.
(2016b) foram cerca de 10 e 4 vezes maior do que o observado no presente estudo,
respectivamente. Contudo, as concentracdes de Ppct determinadas neste presente
experimento estdo dentro da faixa de valores observada por Six et al. (2014) em solos
intemperizados do Quénia, com aplicacbes de superfosfato triplo e fertilizantes
organicos, e também semelhante com o observado por Mason et al. (2010) em alguns
solos da Austrélia. As diferencas observadas entre o Ppost no solo avaliado no
presente estudo e o nos solos do Reino Unido sdo provavelmente devido a alta
adsorcdo de P em minerais secundarios e precipitacdo com Fe e Al que ocorrem nos
solos intemperizados do Brasil (Lindsay, 1979), e também devido a aplicacdo de P por
longo prazo resultando em uma grande reserva de P nos solos do Reino Unido
(Menezes-Blackburn et al., 2017), contribuindo para altas taxas de dessorcéo de P
(Shariatmadari et al., 2006).

De acordo com Menezes-Blackburn et al. (2016b), o Kd representa o gradiente
entre o P Iabil na fase sélida do solo (adsorvido e/ou precipitado) e o P da solugéo do
solo, assim representando as formas de P inorganico facilmente dessorviveis e
prontamente disponiveis. Supreendentemente, a braquiaria resultou em aumento do
Kd, devido ao menor Ppet apés a braquiaria do que o pousio. Este alto Kd no solo com
braquiaria significa que tanto o P esta sendo superestimado na fase sélida resultando
em maior concentrac@o do Presina, quanto que nao ha os mesmos fatores que facilitam
0s mecanismos de mobilizacdo de P presentes no solo com pousio resultando em
menor concentracdo do P na solucdo do solo quando a braquiaria é cultivada.

A disponibilidade de P por meio do reabastecimento pela fase solida do solo
pode ser estimado com o Tc e 0 K1 (Zhang et al., 1998; Mason et al., 2010). O Tc
estimado pode ser considerado como o tempo necessario para que 0s componentes
do Kq alcancem 63% do equilibrio apds a concentracdo da solucdo ser esgotada a
zero (Honeyman e Santschi, 1988), e de acordo com os valores obtidos com 0 modelo
DIFS, o cultivo de braquiaria resulta em um tempo mais longo para que o sistema
atinja o equilibrio. De acordo com Heidari et al. (2017), a absorcéo de P é altamente

correlacionada com a constante de dessorcao de P no solo. Sendo assim, o menor K-
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1 € 0 maior Tc observados com a braquiaria do que no solo com pousio também
resultam em uma menor disponibilidade de P, o que esta de acordo com o observado
por Almeida et al. (2018b).

Diferente do aumento da disponibilidade de P observado em outros estudos
usando outras culturas de cobertura, como o tremoc¢o (Lupinus albus L.) (Braum e
Helmke, 1995) e aveia (Avena sativa L.) (Redel et al., 2007), o uso da braquiaria como
cultura de cobertura na entressafra reduziu a disponibilidade de P como o apresentado
com os menores valores de Ppct. O uso do método DGT proporcionou novos
conhecimentos sobre a disponibilidade de P, considerando os processos de difusdo e
ressuprimento do P, os quais ndo foram considerados em prévios estudos que
encontraram incoeréncias entre a alta disponibilidade de P estimada com outros
métodos de analise de P e a baixa produtividade das culturas subsequentes a
braquiaria (Merlin et al., 2013; Janegitz et al., 2016; Almeida et al., 2018b). Portanto,
o0 uso de DGT pode ser uma ferramenta promissora para promover uma melhor
estimativa da disponibilidade de P para plantas de soja, no sistema de rotacao soja-
braquiaria.

4.5 Concluséo

O cultivo de braquiaria no longo prazo, como cultura de cobertura durante a
entressafra de soja, reduz a mobilidade de P independente da aplicacéo de P no solo,
devido a reducdo da difusdo e ressuprimento do P pela fase sélida do solo, em
comparacao com o pousio. Com o cultivo de braquidria, a concentracdo de P na
solucéo do solo ndo pode ser sustentado nos mesmos niveis que no solo com pousio
durante o continuo esgotamento de P promovido pelo DGT (e raizes), mesmo em altos
gradientes de concentracao de P entre a fase liquida e a fase sélida do solo. Isto indica
gue tanto o solo cultivado com braquiaria possui uma adsorcdo de P com maior
energia, quanto que o solo com braquiaria ndo apresenta a mesma condicdo de
mobilidade de P que o solo com pousio. O ressuprimento de P pela fase sélida do solo
€ o principal mecanismo que afeta a disponibilidade do P no solo estudado. Portanto,
o cultivo de braquiaria ruziziensis em rotagdo com soja resulta em menor
disponibilidade de P devido a lenta dessor¢éo/solubilizacdo do P em resposta ao

esgotamento de P na solucéo do solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de plantas de cobertura em sistema semeadura direta é sem duvidas
uma prética muito importante para a sustentabilidade dos sistemas de producéo
agricola, reduzindo a erosao, controlando pragas, doencas e plantas daninhas,
proporcionando maior qualidade fisica do solo, e contribuindo para maior proliferacéo
e biodiversidade de microorganismos no solo. Contudo, o aumento da disponibilidade
de fosforo, seja pela ciclagem de fésforo, aumento do teor de matéria organica do
solo, interagcdo com microorganismos, e/ou exsudacgao de acidos organicos e enzimas
fosfatases ndo é simples de se alcancar por meio do cultivo de plantas de cobertura,
mesmo apos longo-prazo. A contribuicdo da rotacdo com culturas de cobertura no
aumento da disponibilidade de fésforo no solo parece ser apenas significativa quando
grandes quantidades de residuos com alto teor de fésforo sdo aplicadas no solo. Uma
vez que o teor de fosforo na biomassa da braquiaria ruziziensis € baixo, o processo
de mineralizacédo e consequente devolugéo do fésforo para o solo é lento e 0 aumento
da disponibilidade de fésforo no solo ird depender da capacidade da braquiaria em
solubilizar e degradar formas de fésforo ndo disponiveis para as culturas em rotacao.
O cultivo de braquiaria pode evitar o acumulo de mio-inositol hexafosfato no solo,
considerado uma das formas menos biodisponiveis de fosforo. Porém, a menor
concentracdo de formas recalcitrantes de fésforo organico no solo cultivado com
braquiaria ndo parece ser o suficiente para promover uma maior disponibilidade de
fésforo no solo. Sendo assim, o cultivo de braquiaria ruziziensis durante a entressafra
de soja ndo resulta em maior disponibilidade de fésforo para a soja, e nem para o
milho, e sim em menor disponibilidade de P no solo, eventualmente resultando em
menor produtividade de graos das culturas subsequentes. A menor disponibilidade de
fésforo no solo cultivado com braquidria se deve a menor difusdo do fésforo no solo
em direcdo as raizes, e principalmente a menor capacidade de reabastecimento de
fésforo para a solugédo do solo pela fase sélida do solo. A imobilizagéo do fésforo na
biomassa da braquiaria resulta em menor concentracao de fosforo na solucéo do solo
e do fosforo labil de acordo com o método de gradiente de difusdo em finas
membranas, impedindo uma adequada reposicao do fosforo para a solugédo do solo.
Estes resultados foram observados apés longo prazo e em varios anos seguidos, e
sdo um indicativo de que nao € possivel obter aumento da disponibilidade de fésforo

no solo com o cultivo de braquiaria ruziziensis.



144



145

REFERENCIAS

ABDI, D. et al. Long-term impact of tillage practices and P fertilization on soil P forms
as determined by 31P-NMR spectroscopy. Journal of Environmental Quality, v. 43,
p. 1431-1441, 2014.

BEEGLE, D. Assessing soil phosphorus for crop production by soil testing. In: SIMS,
J. T.; SHARPLEY, A. N. (Ed.). Phosphorus: Agriculture and the Environment.
Madison: ASA-CSSA-SSSA, 2005. p.123-143.

BODDEY, R. M.; RAO, I. M.; THOMAS, R. J. Nutrient cycling and environmental
impact of Brachiaria pastures. In: MILES, J., et al (Ed.). Brachiaria: Biology,
Agronomy and Improvement. Cali/Brasilia: CIAT/EMBRAPA, 1996. p.72-86.

BURKITT, L. L. etal. The ability of the DGT soil phosphorus test to predict pasture
response in Australian pasture soils - a preliminary assessment. Soil Use and
Management, v. 32, n. 1, p. 27-35, 2016.

CALEGARI, A. et al. Long-term effect of different soil management systems and
winter crops on soil acidity and vertical distribution of nutrients in a Brazilian Oxisol.
Soil and Tillage Research, v. 133, n. Supplement C, p. 32-39, 2013.

CROSS, A. F.; SCHLESINGER, W. H. A literature review and evaluation of the
Hedley fractionation: applications to the biogeochemical cycle of soil phosphorus in
natural ecosystems. Geoderma, v. 64, n. 3, p. 197-214, 1995.

DAMON, P. M. et al. Crop residue contributions to phosphorus pools in agricultural
soils: A review. Soil Biology and Biochemistry, v. 74, n. Supplement C, p. 127-137,
2014.

DEGRYSE, F. et al. Predicting availability of mineral elements to plants with the
DGT technique: a review of experimental data and interpretation by modelling.
Environmental Chemistry, v. 6, n. 3, p. 198-218, 2009.

DODD, R. J.; SHARPLEY, A. N. Recognizing the role of soil organic phosphorus in
soil fertility and water quality. Resources, Conservation and Recycling, v. 105, p.
282-293, 2015.

EVANS, R. L.; JURINAK, J. J. Kinetics of phosphate release from a desert soil. Soil
Science, v. 121, n. 4, p. 205-211, 1976.

FUENTES, B. et al. Assessment of phosphorus bioavailability from organic wastes in
soil. In: HARTEMINK, A. E., et al (Ed.). Developments in Soil Science: Elsevier,
v.32, 2008. cap. 16, p.363-411.

GODFRAY, H. C. J. etal. Food security: The challenge of feeding 9 billion people.
Science, v. 327, n. 5967, p. 812-818, 2010.

GUO, F.; YOST, R. S. Patrtitioning soil phosphorus into three discrete pools of
differing availability. Soil Science, v. 163, n. 10, p. 822-833, 1998.



146

HEIDARI, S.; REYHANITABAR, A.; OUSTAN, S. Kinetics of phosphorus desorption
from calcareous soils using DGT technique. Geoderma, v. 305, n. Supplement C, p.
275-280, 2017.

HINSINGER, P. Bioavailability of soil inorganic P in the rhizosphere as affected by
root-induced chemical changes: A review. Plant and soil, v. 237, n. 2, p. 173-195,
2001.

HORST, W. J. et al. Agronomic measures for increasing P availability to crops. Plant
and Soil, v. 237, n. 2, p. 211-223, 2001.

JUO, A. S.; FRANZLUEBBERS, K. Tropical soils: Properties and management
for sustainable agriculture. New York: Oxford University Press, 2003. 281 p.

MACDONALD, G. K. et al. Agronomic phosphorus imbalances across the world's
croplands. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 108, n. 7, p.
3086-3091, 2011.

MACHADO, P. L. O. A.; SILVA, C. A. Soil management under no-tillage systems in
the tropics with special reference to Brazil. In: MARTIUS, C., et al (Ed.). Managing
Organic Matter in Tropical Soils: Scope and Limitations. Dordrecht: Springer
Netherlands, 2001. p.119-130.

MARSCHNER, P.; RENGEL, Z. Nutrient availability in soils. In: (Ed.). Marschner's
Mineral Nutrition of Higher Plants. San Diego: Academic Press, 2012. cap. 12,
p.315-330.

MARTIN, M.; CELI, L.; BARBERIS, E. Desorption and plant availability of myo-
inositol hexaphosphate adsorbed on goethite. Soil Science, v. 169, n. 2, p. 115-124,
2004.

MASON, S. et al. Investigating chemical constraints to the measurement of
phosphorus in soils using diffusive gradients in thin films (DGT) and resin methods.
Talanta, v. 74, n. 4, p. 779-787, 2008.

MASON, S. et al. Prediction of wheat response to an application of phosphorus
under field conditions using diffusive gradients in thin-films (DGT) and extraction
methods. Plant and Soil, v. 337, n. 1, p. 243-258, 2010.

MASON, S. D. et al. Soil test measures of available P (Colwell, resin and DGT)
compared with plant P uptake using isotope dilution. Plant and Soil, v. 373, n. 1, p.
711-722, 2013.

MENEZES-BLACKBURN, D. et al. A holistic approach to understanding the
desorption of phosphorus in soils. Environmental Science & Technology, v. 50, n.
7, p. 3371-3381, 2016.

MERLIN, A.; HE, Z. L.; ROSOLEM, C. A. Ruzigrass affecting soil-phosphorus
availability. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 48, n. 12, p. 1583-1588, 2013.



147

MERLIN, A.; HE, Z. L.; ROSOLEM, C. A. Congo grass grown in rotation with
soybean affects phosphorus bound to soil carbon. Revista Brasileira de Ciéncia do
Solo, v. 38, p. 888-895, 2014.

MERLIN, A.; ROSOLEM, C. A.; HE, Z. L. Non-labile phosphorus acquisition by
Brachiaria. Journal of Plant Nutrition, v. 39, n. 9, p. 1319-1327, 2015.

MIYASAKA, S. C.; HABTE, M. Plant mechanisms and mycorrhizal symbioses to
increase phosphorus uptake efficiency. Communications in Soil Science and Plant
Analysis, v. 32, n. 7-8, p. 1101-1147, 2001.

OKAJIMA, H.; KUBOTA, H.; SAKUMA, T. Hysteresis in the phosphorus sorption and
desorption processes of soils. Soil Science and Plant Nutrition, v. 29, n. 3, p. 271-
283, 1983.

PENN, C. J.; WARREN, J. G. Investigating phosphorus sorption onto kaolinite using
isothermal titration calorimetry. Soil Science Society of America Journal, v. 73, n.
2, p. 560, 2009.

PENN, C. J.; ZHANG, H. Isothermal titration calorimetry as an indicator of
phosphorus sorption behavior. Soil Science Society of America Journal, v. 74, n.
2, p. 502, 2010.

RAIJ, B. Bioavailable tests: Alternatives to standard soil extractions.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, v. 29, n. 11-14, p. 1553-
1570, 1998.

RAIJ, B. et al. lon exchange resin for assessing phosphorus availability in soils.
Better Crops, v. 93, p. 1-3, 2009.

RAIJ, B.; QUAGGIO, J. A.; DA SILVA, N. M. Extraction of phosphorus, potassium,
calcium, and magnesium from soils by an ion-exchange resin procedure.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, v. 17, n. 5, p. 547-566,
1986.

RAVEN, K. P.; HOSSNER, L. R. Soil phosphorus desorption kinetics and its
relationship with plant growth. Soil Science Society of America Journal, v. 58, n. 2,
p. 416-423, 1994.

RICHTER, D. D.; BABBAR, L. I. Soil diversity in the tropics. In. BEGON, M., et al
(Ed.). Advances in Ecological Research: Academic Press, v.21, 1991. p.315-389.

SHANG, C. et al. Bioavailability of organic and inorganic phosphates adsorbed on
short-range ordered aluminum precipitate. Microbial Ecology, v. 31, n. 1, p. 29-39,
1996.

SHARPLEY, A. N. Soil phosphorus dynamics: Agronomic and environmental
impacts. Ecological Engineering, v. 5, n. 2, p. 261-279, 1995.



148

SIX, L.; SMOLDERS, E.; MERCKX, R. The performance of DGT versus conventional
soil phosphorus tests in tropical soils - Maize and rice responses to P application.
Plant and Soil, v. 366, n. 1, p. 49-66, 2013.

TANDY, S. et al. The use of DGT for prediction of plant available copper, zinc and
phosphorus in agricultural soils. Plant and Soil, v. 346, n. 1, p. 167-180, 2011.

TELES, A. P. B. et al. Do cover crops change the lability of phosphorus in a clayey
subtropical soil under different phosphate fertilizers? Soil Use and Management, v.
33, n. 1, p. 34-44, 2017.

ZHANG, H. et al. In situ measurements of solution concentrations and fluxes of trace
metals in soils using DGT. Environmental Science & Technology, v. 32, n. 5, p.
704-710, 1998.



	INTRODUÇÃO GERAL
	CAPÍTULO 1 – DISPONIBILIDADE DE FÓSFORO NO SOLO E PRODUTIVIDADE DE SOJA APÓS O CULTIVO DE BRAQUIÁRIA RUZIZIENSIS
	1.1 Introdução
	1.2 Material e métodos
	1.2.1 Caracterização da área experimental e tratamentos
	1.2.2 Condução do experimento
	1.2.3 Análise química do solo
	1.2.4 Análise do material vegetal
	1.2.5 Análise estatística

	1.3 Resultados
	1.3.1 Braquiária ruziziensis
	1.3.2 Análise de solo
	1.3.3 Cultura da soja

	1.4 Discussão
	1.4.1 Cultivo da braquiária ruziziensis na entressafra de soja
	1.4.2 Efeito da braquiária ruziziensis na disponibilidade de fósforo no solo

	1.5 Conclusão
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO 2 – AVALIAÇÃO DA DISPONIBILIDADE DE FÓSFORO EM SOLO CULTIVADO COM BRAQUIÁRIA RUZIZIENSIS
	2.1 Introdução
	2.2 Material e métodos
	2.2.1 Fracionamento químico do fósforo no solo
	2.2.2 Calorimetria de titulação isotérmica
	2.2.3 Experimento em casa de vegetação
	2.2.4 Análise estatística

	2.3 Resultados
	2.3.1 Análise inicial do solo
	2.3.2 Dessorção do fósforo no solo
	2.3.3 Adsorção do fósforo no solo
	2.3.4 Cultivo do milho
	2.3.5 Solo rizosférico

	2.4 Discussão
	2.4.1 Acúmulo de fósforo no milho e indicadores da labilidade de fósforo
	2.4.2 O uso do ITC na avaliação da disponibilidade de fósforo no solo
	2.4.3 Mudanças nos sítios de fósforo no solo com o cultivo de milho

	2.5 Conclusões
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO 3 – CICLAGEM DE INOSITOL FOSFATOS COM O CULTIVO DE BRAQUIÁRIA RUZIZIENSIS
	3.1 Introdução
	3.2 Material e métodos
	3.2.1 Caracterização da área experimental e tratamentos
	3.2.2 Extração do fósforo do solo
	3.2.3 Fósforo lábil por fitase
	3.2.4 Oxidação com hipobromito
	3.2.5 Especiação do fósforo
	3.2.6 Análise estatística

	3.3 Resultados
	3.4 Discussão
	3.5 Conclusão
	REFERÊNCIAS

	CAPÍTULO 4 – CINÉTICA DO FÓSFORO NO SOLO APÓS O CULTIVO DE BRAQUIÁRIA RUZIZIENSIS
	4.1 Introdução
	4.2 Material e métodos
	4.2.1 Caracterização da área experimental e tratamentos
	4.2.2 Caracterização química do solo
	4.2.3 Gradiente de difusão e equilíbrio de difusão em finas membranas
	4.2.4 Fósforo na biomassa microbiana
	4.2.5 Análise estatística

	4.3 Resultados
	4.3.1 Gradiente de difusão e equilíbrio de difusão em finas membranas
	4.3.2 Parâmetros calculados com o modelo DIFS
	4.3.3 Fósforo na biomassa microbiana

	4.4 Discussão
	4.5 Conclusão
	REFERÊNCIAS

	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS

