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RESUMO

O uso do biochar como condicionador de solo pode ser uma alternativa para minimizar
os efeitos da degradacdo na Caatinga. Porém, os efeitos de sua aplicacdo na diversidade
do microbioma do solo permanecem pouco explorados. O objetivo foi avaliar o efeito da
aplicacdo de biochar, com ou sem a inoculagdo de micro-organismos promotores de
crescimento vegetal, nos atributos quimicos do solo, no crescimento de plantas e na
diversidade/atividade microbiolégica de um solo degradado da Caatinga. O solo foi
coletado no municipio de Irauguba, estado do Ceara. O biochar foi obtido da carbonizagéo
hidrotérmica do bagaco do caju. O experimento foi implantado em ambiente protegido,
com os seguintes tratamentos: (1) biochar (com e sem aplicagéo) e (2) inoculagdo (CONT:
controle, FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai e CO: co-inoculacéo),
com 4 repeti¢bes. Foram cultivados sabia (90 dias) e milho (55 dias) e 0s vasos receberam
uma dose 10 Mg ha* de biochar. Foi quantificado o niimero de folhas, altura das plantas,
didmetro do caule, massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e das raizes
(MMSRA). Foram determinadas as atividades enzimaticas da B-glicosidase, fosfatase
acida e urease, e suas relacdes estequiométricas. Foi extraido o DNA total do solo
cultivado com sabida e o gene 16S rRNA foi sequenciado por meio da plataforma Illumina
NextSeq. A estrutura da comunidade microbiana foi demonstrada por meio da abundéncia
de filos e géneros, a diversidade alfa (riqueza de ASVs) e indice de diversidade de
Shannon. A diversidade beta foi plotada em uma analise de coordenadas principais. No
solo cultivado com sabid, todos os tratamentos com biochar reduziram o pH e
aumentaram a altura, a MMSPA, os teores de C, N, K* e H+Al, além da atividade da -
glicosidase, da fosfatase acida, o comprimento e o angulo dos vetores estequiométricos.
Os filos mais abundantes foram Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria e
Chloroflexi e os géneros, Rubrobacter, Streptomyces, Gaiella, Sphingomonas e
Nocardioides, sem diferencas significativas. Os indices de riqueza e diversidade foram
reduzidos pela aplicagdo de biochar, porém esse efeito foi aliviado pela co-inoculagéo.
No solo cultivado com milho, os tratamentos com biochar aumentaram o didmetro do
caule, o teor de C, K*, H+Al e a soma de bases, a MMSRA foi aumentada pelo tratamento
com a BPCV, e Ca?", Mg?* e a CTC foram maiores nos tratamentos CONT e CO com
biochar. Apenas a atividade da urease apresentou diferencas, com seu maior valor no
tratamento de CO sem biochar, onde o angulo do vetor foi menor. A adi¢do do biochar

melhorou o crescimento das plantas, os atributos quimicos do solo e a atividade



enzimatica da B-glicosidase e fosfatase acida, entretanto, globalmente, reduziu os indices

de riqueza e diversidade dos organismos procarioticos do solo.

Palavras-chave: biocarvdo; Caatinga; desertificacdo; ecologia microbiana; semiarido.



ABSTRACT

The use of biochar as a soil conditioner can be an alternative to minimize the effects of
degradation in the Caatinga biome. However, the effects of its application on soil
microbiome remain poorly understood. Our aim was to evaluate the effect of biochar
application, with or without the inoculation of plant growth-promoting microorganisms,
on soil chemical attributes, plant growth properties, and microbial diversity/activity in
degraded Caatinga soil. The soil was collected in the municipality of Iraucuba, state of
Ceard, Brazil. The biochar was obtained from the hydrothermal carbonization of cashew
bagasse. The experiment was conducted in a greenhouse, following treatments: (1)
biochar (with and without application) and (2) inoculation (CONT: control, AMF:
Gigaspora margarita, PGPM: Bacillus aryabhattai, and CO: co-inoculation), with 4
replicates. Sabia (Mimosa caesalpiniaefolia) (90 days) and maize (Zea mays) (55 days)
were grown, and the pots received a dose of 10 Mg ha™* of biochar. The number of leaves,
plant height, stem diameter, aboveground dry matter (ADM), and root dry matter (RDM)
were quantified. Enzymatic activities of B-glucosidase, acid phosphatase, and urease, as
well as their stoichiometric, were determined. Total DNA was extracted from the soil
cultivated with Sabid, and the 16S rRNA gene was sequenced using the Illumina NextSeq
platform. The abundance of phyla and genera, alpha diversity (ASV richness), and
Shannon diversity index demonstrated the microbial community structure. Also, beta
diversity was plotted in a principal coordinates analysis. In the Sabia-cultivated soil, all
biochar treatments reduced pH and increased plant height, ADM, C, N, K and H+AI
contents, as well as B-glucosidase and acid phosphatase activity, and the length and angle
of stoichiometric vectors. The most abundant phyla were Actinobacteria, Proteobacteria,
Acidobacteria, and Chloroflexi, and the genera Rubrobacter, Streptomyces, Gaiella,
Sphingomonas, and Nocardioides, with no significant differences. Biochar application
reduced the richness and Shannon indexes, but this effect was alleviated by co-
inoculation. In the corn-cultivated soil, biochar treatments increased stem diameter, C,
K*, H+Al, and sum of bases, while RDM was increased by BPCP treatment, and Ca®*,
Mg?*, and CEC were higher in CONT and CO treatments with biochar. Only urease
activity showed differences, with the highest value in the CO treatment without biochar,
where the vector angle was smaller. Biochar addition improved plant growth, soil
chemical attributes, and enzymatic activity of B-glucosidase and acid phosphatase.

However, overall, it reduced richness and diversity indixes of soil prokaryotic organisms.



Keywords: biochar; Caatinga; desertification, microbial ecology, semiarid.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt sttt 13
2 O0BUIETIVOS ..ot e e e et e e e et e et e e e eaaees 15
0 R - - | SO PRTRPS 15
2.2 ESPECITICOS. ...ttt bbbt 15
3REVISAO DE LITERATURA ..ottt ee et en st en s en e, 16
K O o] (0] 4 F- W OF=F- U A1 o - SR 16
3.2 Mudancgas climaticas e desertifiCacao ............cccocvvierieeriiie s 17
3.3 Aplicactes do DIOCHAY ...........cccoiviii i 19
AMATERIAL E METODOS ...t 22
4.1 Coleta de SOI0......ccvoiiiie et 22
4.2 Obtencao e caracterizacao do biochar...........c.ccccoeevievi e 23
4.3 Instalacdo, conducao e delineamento experimental...............cccccccevveviiieneennn. 24
4.4 Inoculages doS MICrO-0rganiSMOS. .......ccueiveiueerieeieseeseeee e e sre e se e ee e e seas 25
4.5 ANALISES DIOMELIICAS .....ccvveiiiicie e 26
4.6 ANALISES A0 SO0 ...c.viiueiiiieciece ettt e 27
4.6.1 ANALISES QUIMICAS ....cveveieieeieiieiees e 27
4.6.2 ANALISES ENZIMALICAS ......ecviivieiieeie e nas 27
4.6.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA.........cccooiiiiiiinineeee e 29
4.6.4 Analises de bioiNfOrmMatiCa...........cccoeiieiiiie i 29

4.7 ANALISE ESTALISTICA ......covieiieciicie et 30

S RESULTADOS ...ttt e e e s et ae e e s s rbbe e e e e etreee e e earees 31
5.1 Experimento 1 - Mimosa caesalpiniaefolia Benth .............ccccooveviiiiiiinnnenn. 31
5.1.1 BIiOmMetria € DIOMASSA ......c.ccivveiiiieiiieie ettt 31
5.1.2 QUIMICA A0 SO0 ......ecuieieeiieice e eneas 33
5.1.3 Atividade eNZIMALICA...........ccveiieiieiiee et 34
5.1.4 Sequenciamento do gene 16S rRNA ..o 36

5.2 EXPErimeNnt0 2 - ZEA MAYS .....cccveeveiieiieeieeteesteesteseesteessesseeseesaessaessaessessnessaessens 42
5.2.1 BIOMELria € DIOMASSA ...eoceiieveiiee ittt ettt e e e bae e e s ebrae e e eabees 42
5.2.2 QUIMICA O SOI0 .....uviiiieciie ettt 44
5.2.3 Atividade ENZIMALICA...........coeeiiiiiiieeie et 45

B DISCUSSAO ...ttt 48
6.1 Biochar e o crescimento de plantas e quimica do SOl0..........ccccooevrireiincnnnne 48
6.2 Biochar e a atividade enzimatica do SO0 .........cccccoevvveiiivciiccce e 50
6.3 Biochar e a estrutura comunidade microbiana do solo............cccccevcviieinennnns 52

7 CONCLUSOES. ...t 55
REFERENCIAS ..ottt 56

APENDICE A - FOTOS DA CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS .................... 64



13
1 INTRODUCAO

Na regido Nordeste do Brasil predomina o clima semiarido, o qual é caracterizado
por baixos indices pluviométricos, temperaturas elevadas, solos pouco intemperizados e
tem a Caatinga como principal bioma (DA SILVA et al., 2021; SILVA et al., 2021).
Extensos periodos de seca expde essa regido a uma série de perturbacdes naturais que,
somadas as acdes antropicas, aceleram processos de degradacao e impactam a vegetacdo
nativa (SILVA et al., 2020, 2021).

Esses fatores, associados com as mudangas climaticas, resultam em perturbacdes
ecossistémicas e podem desencadear o processo de desertificagdo (VIEIRA et al., 2020).
Esse fenbmeno foi definido pela Convencdo das Nacbes Unidas para o Combate a
Desertificacdo (UNCCD) como a degradacdo das terras secas (Drylands), ou seja, em
areas de clima arido, semiarido e subumido seco, resultante de uma série de fatores
naturais e antropicos que reduzem a cobertura vegetal e a producdo agropecudria
(UNCCD, 2019).

A desertificacdo causa danos diretos a qualidade do solo e reduz a producdo de
biomassa e a deposicdo de matéria organica. Por consequéncia, a ciclagem de nutrientes
e adiversidade da microbiota do solo séo afetadas, pois estas dependem da interagéo solo-
planta (DA SILVA et al., 2021; TOMASELLA et al., 2018). Nesse sentido, praticas que
promovam um maior aporte de matéria organica no solo sdo urgentemente necessarias.
Uma dessas alternativas pode ser a utilizacdo de materiais carbonaceos funcionais, como
0s biocarvdes (ou Biochar).

O biochar é um produto rico em carbono, de granulometria fina e resistente a
decomposicdo, oriundo da conversdo termoquimica, em altas temperaturas e auséncia de
oxigénio, de residuos vegetais, animais ou inorganicos, por via pirolitica ou hidrotérmica
(JOSEPH et al., 2009). Essa transformacdo de residuos em biochar confere ao produto a
presenca de componentes mais estaveis e labeis, compostos volateis, conteddo mineral, e
outras propriedades funcionais capazes de promover melhorias nos atributos do solo
(DAS, GHOSH e AVASTHE, 2021).

A versatilidade do biochar o torna capaz de intervir nos atributos fisicos, quimicos
e bioldgicos do solo, tais como: no aumento da capacidade de retencdo de &gua, no
incremento de disponibilidade dos nutrientes, no sequestro de carbono, entre outros
(DAS, GHOSH e AVASTHE, 2021). Esses inputs tornam-se ainda mais imprescindiveis
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quando se trata de solos pouco desenvolvidos e em regiGes com restrigdes hidricas, como
na Caatinga (MEDEIROS et al., 2020).

Outro aspecto relevante e sensivel as mudancas ambientais sdo as respostas do
microbioma do solo, em consequéncia do fornecimento de energia por meio dos
incrementos de carbono e da disponibilidade de nichos pela estrutura microporosa do
biochar (JABBOROVA et al., 2021; LUIS MORENO et al., 2022; MEDEIROS et al.,
2020). Porem, a influéncia da aplicacdo de biochar e seu efeito no microbioma do solo
ainda é pouco documentado para a Caatinga, principalmente em solos afetados pela
desertificagéo.

Assim, esta pesquisa se propds a estudar a influéncia do uso de biochar
hidrotérmico, oriundo de residuos da cadeia produtiva do cajueiro, como estimulante a
atividade/diversidade microbiana de solo da Caatinga em processo de desertificacdo. Nos
hipotetizamos que a adi¢do de biochar hidrotérmico, oriundo do bagaco de caju, aumenta
a atividade/diversidade do microbioma do solo em éareas da Caatinga em avancado

processo de desertificacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito da aplicacdo de biochar, com ou sem a inoculagdo de micro-
organismos promotores de crescimento vegetal, no incremento da diversidade/atividade
microbioldgica de um solo degradado da Caatinga, assim como 0s parametros quimicos

e de crescimento de plantas.

2.2 Especificos

Avaliar o efeito do biochar, com e sem inoculacdo de micro-organismos
promotores de crescimento, nos parametros biométricos (crescimento inicial) de plantas
de sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e milho (Zea mays) cultivadas em solos
degradados da Caatinga, assim como as caracteristicas quimicas do solo;

Avaliar os efeitos da aplicagdo de biochar, com e sem inoculagdo de micro-
organismos promotores de crescimento, sobre o microbioma do solo em areas afetadas
pelo processo de desertificacdo, com énfase na sua riqueza, abundancia, diversidade e

funcdes (atividade enzimatica do solo e suas relagdes estequiométricas).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O bioma Caatinga

As terras secas (Drylands), que compreende as terras aridas, semiéridas e
sublimidas secas, ocupam uma area equivalente a aproximadamente 41% do globo
terrestre (VIEIRA et al., 2015). Essas areas sdo, naturalmente, susceptiveis a processos
de degradacéo, o que pode resultar em redugdes na biodiversidade e na produtividade
agricola (HUANG et al., 2020).

Localizada sob o predominio do bioma Caatinga, a regido semiarida no Brasil é
considerada a maior regido semiarida do mundo (DA SILVA et al., 2017, 2021). A regido
abrange 982.566 km?, que corresponde a 18,2% do territdrio nacional e cerca de 63% da
regido Nordeste, incluindo parte do norte do estado de Minas Gerais, compreendendo um
total de 1.133 municipios e abrigando uma populacao de aproximadamente 28,6 milhGes
de habitantes (SOUZA et al., 2017).

O clima semiarido brasileiro € caracterizado pelo baixo indice pluviométrico, com
uma média anual de 400 a 800 mm, concentrados nos meses de fevereiro a abril, e
periodos de seca que podem se estender de 7 a 10 meses durante o ano, além de uma
elevada evapotranspiracdo (DA SILVA et al., 2017, 2021; MAMEDE; DE ARAUJO,
2008). Tais condicbes acarretam restricdes hidricas para as atividades agropecuarias,
sendo este um dos principais fatores limitantes para o desenvolvimento agricola na regiao.

O semiarido brasileiro esta inserido em quase sua totalidade sob o dominio
ecologico da Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro. A etimologia da palavra
“Caatinga” vem do Tupi-Guarani, que significa “floresta branca” devido a caracteristica
caducifélia da vegetacdo nativa, como forma de adaptacéo as restricGes hidricas. Forma-
se entdo um cenario de arvores desfolhadas durante a estacdo seca (PRADO, 2003).

Historicamente, a Caatinga tem sido um bioma extremamente explorado e
degradado por préaticas agropecudrias intensivas. Desde a década de 1970, mudancas
drésticas em sua paisagem vém sendo observadas, devido a remocao da vegetagdo nativa
para a implantacdo de cultivos agricolas e para producdo pecuéria. Parte da vegetacdo
nativa da Caatinga tém sido removida para plantios de pastagens milho, feijao, mandioca,
além de monoculturas de algodéo, cana de aguUcar, caju e outras frutiferas (OLIVEIRA;
SALES, 2015). O extrativismo, 0 uso exaustivo do solo e a ndo adocdo de praticas

sustentaveis tem comprometido a resiliéncia desse ecossistema, chegando muitas vezes a
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exceder sua capacidade, como é o caso do sobrepastejo (DA SILVA et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2021; PEREIRA et al., 2021).

Diante do uso exaustivo dos solos da Caatinga e da baixa adogdo de praticas
conservacionistas e sustentaveis, o bioma pode ter sua resiliéncia afetada. Nos Gltimos
tempos, alguns esforcos tém sido empregados para recuperacdo desses solos, como 0
plantio de gramineas, leguminosas e a exclusdo do pastoreio (ARAUJO et al., 2013;
PEREIRA et al., 2021). Essas técnicas tém se mostrado eficientes na recuperacdo da
fertilidade e da sustentabilidade do solo, bem como na regulacdo da riqueza e da
diversidade bacteriana, principalmente pela disponibilizagé&o de recursos provenientes da
matéria organica do solo (OLIVEIRA et al., 2021; PEREIRA et al., 2021, 2022).

Dentre os atributos do solo, as propriedades biologicas sdo as mais sensiveis frente
as mudancas ambientais, sendo boas indicadoras da qualidade do solo. Por exemplo, a
atividade biol6gica dos solos degradados foi significativamente inferior, quando
comparados aos solos em recuperagdo natural, em processos de restauracdo ou com
vegetacdo nativa (PEREIRA et al., 2021, 2022). O fator chave para o entendimento dessas
respostas é a deposicdo de matéria organica no solo, favorecida pelas plantas de cobertura,
como principal fator modulador da estrutura microbiana do solo (ARAUJO et al., 2013).

Porém, é necessario entender melhor como a degradacdo e as técnicas de
recuperacdo influenciam nas propriedades microbianas de um solo altamente degradado,
bem como surge a necessidade do desenvolvimento de técnicas vidveis para mitigar
efeitos deletérios e estimular a diversidade microbiana, como a aplicacdo de biochar e a

utilizacdo de micro-organismos promotores do crescimento de plantas.
3.2 Mudangas climéaticas e desertificacéo

A desertificacdo, compreendida como a degradacao das terras secas, € resultante
de uma série de fatores perturbadores do ecossistema, como a reducdo ou a perda da
produtividade bioldgica e/ou econbmica das terras cultivadas, nos mais diversos sistemas
de producéo, seja irrigado ou de sequeiro, em pastagens ou florestas plantadas, resultante
de diversos processos derivados das atividades humanas (VIEIRA et al., 2020), e afeta
diretamente uma populacdo de 250 milhGes de pessoas no mundo (HUANG et al., 2020).
Além disso, a UNCCD (2019) estima que pelo menos 12 milhdes de hectares de terra séo
perdidos todos os anos pela desertificagdo (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuigdo geogréficas das Drylands de acordo com o indice de aridez.
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Fonte: MIRZABAEYV et al., 2019.

Dentro do territorio brasileiro, 15% das terras sdo classificadas como suscetiveis
a desertificacdo. Essas areas foram agrupadas em nucleos de desertificacdo, cujo processo
de degradacdo esta mais avancado e mais preocupante, sdo eles: Iraucuba-CE, Serid6-RN
e PB, Cabrobo-PE e Gilbués-Pl (VIEIRA et al., 2015). Em lrauguba, o processo de
desertificacdo encontra-se acelerado principalmente pela pratica da pecuaria extensiva,
com a criacdo de ovinos e caprinos, bem como de bovinos.

O sobrepastejo configura-se como a acdo mais deletéria ao ecossistema local, pois
reduz drasticamente a vegetacdo nativa e consequentemente, a deposicdo de matéria
organica e os teores de nutrientes do solo. Logo, com a atividade bioldgica reduzida, a
ciclagem de nutrientes é afetada, gerando impactos negativos para as plantas, animais e
seres humanos (OLIVEIRA FILHO et al., 2019; PEREIRA et al., 2021, 2022).

A matéria organica do solo figura como um dos principais fatores moduladores da
microbiota, e sua perda pode afetar diretamente a composicdo, diversidade e
funcionalidade das comunidades microbianas. Por conseguinte, 0S micro-organismos sao
indicadores eficientes para mensurar 0 avanco do processo de desertificacdo, pois
desempenham papéis importantes nos ciclos biogeoquimicos, estruturacdo do solo,
supressdo de fitopatdgenos e promogéo de crescimento vegetal (OLIVEIRA et al., 2021;
PEREIRA et al., 2021, 2022).

Alguns estudos abordam os impactos da desertificacdo no bioma da Caatinga,
sobre 0s impactos sociais, econdémicos e ecoldgicos, avaliando sobretudo a flora e os
atributos edéaficos (OLIVEIRA FILHO et al., 2019; SILVA et al., 2020). Poucos estudos
avaliam os impactos do sobrepastejo nas comunidades microbianas (OLIVEIRA et al.,

2021; PEREIRA et al., 2021, 2022), sendo necessario investigacfes acerca de como
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técnicas alternativas de adi¢do de fontes de matéria organica ao solo podem atuar como

atenuadoras dos efeitos danosos a microbiota.

3.3 Aplicac6es do biochar

O biochar € um produto sélido derivado da pirolise de biomassas, rico em carbono,
de granulometria fina e elevada porosidade e superficie especifica, sendo um composto
eficiente e versatil por dispor de propriedades fisicas e quimicas que o configuram como
condicionante de solo (AAMER et al., 2020; SANI et al., 2020; WEBER e QUICKER,
2018).

A versatilidade de suas propriedades proporciona diversas empregabilidades nos
agroecossistemas, como no sequestro de carbono (YANG et al., 2021; YIN et al., 2022),
no aumento da capacidade de retencdo de agua de solos arenosos (ALGHAMDI;
ALKHASHA; IBRAHIM, 2020; AMOAKWAH et al., 2017), no incremento de
fertilidade do solo e na maior disponibilidade de nutrientes através do aumento do pH do
solo (AAMER et al., 2020; GIAGNONI et al., 2019; MASUD et al., 2020), na
estruturacdo do solo, na diversidade microbiana (AHMAD et al., 2022; ZHANG et al.,
2021), entre outros.

Seus efeitos tém sido averiguados de diversas formas, sejam em experimento em
condi¢Bes controladas (MASUD et al.,, 2020; ZHANG et al.,, 2021), em campo
(IBRAHIM et al., 2022; YIN et al., 2022), com culturas de ciclo curto (MASUD et al.,
2020; SANI et al., 2020), perenes (BONIN et al., 2018; GIAGNONI et al., 2019; WANG
et al., 2019), em sistemas de rotacdo de cultura (HU et al., 2021), além da sua aptidao
como veiculo de inoculantes bioldgicos (MEDEIROS et al., 2020). As propriedades
fisico-quimicas do biochar ja foram extensivamente estudadas, entretanto os efeitos da
sua aplicacdo nas funcgdes bioldgicas do solo sdo pouco compreendidos, principalmente
ao se tratar de solos degradados. Tendo em vista que o solo é o compartimento da biosfera
que mais abriga micro-organismos, € importante desvendar a interacdo do biochar com
as comunidades microbianas (YU et al., 2019).

Esses micro-organismos sdo 0s responsaveis por conferir a funcionalidade do
solo, onde habitam, estando envolvidos em diversas fungdes como ciclagem de nutrientes,
decomposicdo da matéria organica, estruturacdo do solo, sintese de compostos
promotores de crescimento vegetal, degradacdo de contaminantes organicos e supressao
de pragas e doencas de plantas (KIRCHMAN, 2018).
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O biochar disp6e de alguns mecanismos que propiciam a vida microbiana no solo,
como a capacidade de aliviar a acidez do solo e, consequentemente, a deficiéncia de
nutrientes e toxicidade de metais, além de promover melhorias nos atributos fisicos,
criando um ambiente favordvel para os micro-organismos. Além disso, o biochar lhes
oferece um habitat colonizavel, por meio da sua elevada porosidade total, sendo esses
efeitos mais pronunciados em solos degradados (HAN et al., 2020; YU et al., 2019).

Os microporos do biochar tem uma influéncia preponderante na promocédo da
atividade microbiana. Estes poros funcionam como abrigo e como defesa para os micro-
organismos contra os seus predadores. Sao relatados aumentos na colonizacdo por parte
de fungos micorrizicos arbusculares, quando seus esporos sdo protegidos pelos
microporos e neles encontram condicgdes ideais para sua germinacao, logo, as raizes ao
encontrarem os sitios de biochar no solo, com a presenca dos esporos, a micorrizacgao é
favorecida. Efeito similar ocorre para com as bactérias promotoras de crescimento vegetal
(HAN et al., 2020; YU et al., 2019).

As propriedades do biochar, no entanto, ndo sdo imutaveis. Sabe-se que
inicialmente o biochar apresenta uma elevada hidrofobicidade e que diversos fatores
bidticos e abioticos, como temperatura, 4gua, oxidacdo, acdo de micro-organismos e até
da luz solar podem alterar suas caracteristicas, num processo conhecido como
envelhecimento (QUAN et al., 2020).

Nesse processo ha a formacdo de diversos grupos funcionais contendo oxigénio
nas superficies, como grupos aril, carboxila e carbonila, 0 que o torna mais reativo
(MUKHERJEE et al., 2014). E muito provavel que os micro-organismos tenham um
papel preponderante no “envelhecimento” do biochar. Esse processo de dissolu¢do do
biochar pode estar associado a sua estabilidade no solo e acaba por fornecer nutrientes
para a microbiota e para as plantas (MUKHERJEE; ZIMMERMAN, 2013).

Porém, esse processo é dependente da forma de producédo do biochar. BiocarvGes
produzidos por pir6lise incompleta, ou seja, pirélise lenta e baixas temperaturas, possuem
mais C labil, que ao ser acessado pelos micro-organismos, pode acelerar a sua prépria
decomposicéo, contrapondo os biocarvdes completamente pirolisados, por pirdlise rapida
em altas temperaturas, que possuem C mais recalcitrante, sendo assim resistente a
degradacdo microbiana (BRUUN et al., 2011).

Em geral, o “envelhecimento” bidtico e/ou abidtico torna 0 biochar mais reativo
e dispGe matéria organica dissolvida prontamente disponivel para os micro-organismos e

plantas (QUAN et al., 2020). As altas temperaturas de pirdlise e 0 maior tempo de
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residéncia promovem a volatilizacdo de parte da matéria organica e da agua, o que resulta
na formacdo de poros de maior tamanho, e essa natureza altamente porosa do biochar e
sua elevada area superficial contribuem para o suporte fisico a microbiota do solo
(JAAFAR; CLODE; ABBOTT, 2014, 2015).

Vale ressaltar que a quantificacdo da atividade enzimatica é um aspecto relevante
para o estudo dos efeitos do biochar nos parametros bioldgicos do solo. As enzimas do
solo sdo proteinas extracelulares, produzidas por micro-organismos, que catalisam as
reagbes de hidrolise de biomoléculas da matéria orgéanica, ciclando os nutrientes e
disponibilizando-os para as plantas e micro-organismos (LOPES et al., 2021).

A B-glicosidase, urease, as fosfatases acida e alcalina, e arilsulfatase, sdo as
principais enzimas envolvidas nas transformacGes microbianas dos macronutrientes:
carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre, respectivamente. A aplicacdo do biochar ao solo
pode aumentar a atividade dessas enzimas. Por ser uma fonte de carbono, o biochar
oferece substrato para a atividade das enzimas, especialmente para a B-glicosidase, que
por conseguinte, ao hidrolisar as biomoléculas complexas em compostos de baixo peso
molecular, estes funcionam como fonte de energia para micro-organismos e aumentam a
atividade de outras enzimas (LOPES et al., 2021). Estudos apontam que o biochar tem
potencial para aumentar a atividade da B-glicosidase, essencial para a decomposicao da
matéria organica do solo (GUNAL, ERDEM e DEMIRBAS, 2018).

Através de todas as propriedades supracitadas, sabe-se que o biochar tem potencial
para promover o aumento da diversidade, abundancia e funcionalidade da microbiota do
solo. Especialmente por dispor suporte fisico (habitats) e nutricional (substratos) para os
micro-organismos, o biochar promove a execucdo de diversas fungbes ecologicas
importantes para manutencdo da vida terrestre (PALANSOORIYA et al., 2019). Resta-
nos desvendar os efeitos do biochar na diversidade da comunidade microbiana de solos

em avancgado processo de desertificacdo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de solo
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O solo foi coletado no municipio de Irauguba, Cear, Brasil, no més de abril de

2022, na camada de 0-10 cm de profundidade, em area fortemente degradada pela pratica
de sobrepastejo (3°46°5” S e 39°49°8” O) (Figura 2). O solo foi classificado como
Planossolo (OLIVEIRA FILHO et al., 2019). O municipio de Iraucuba fica localizado a

154 km de Fortaleza, capital do estado do Ceard, possui clima tropical semiarido quente

(BSh), de acordo com a classificacdo de Kdppen, atingindo temperaturas médias anuais

que variam entre 26 °C e 28 °C e altitude de 152 m (IPECE, 2017).

Figura 2 - Localizacdo geografica do local de coleta do solo no municipio de Irauguba,

estado do Ceard, Brasil.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A precipitacdo anual média no municipio é de cerca de 320 mm, com chuvas

concentradas nos meses de janeiro a maio, e 0s demais meses séo marcados por uma forte
estiagem (OLIVEIRA FILHO et al., 2019). A vegetacdo local é caracteristica do bioma
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Caatinga e se encontra em um avancado grau de degradacdo, sendo o municipio
considerado um dos nucleos de desertificacdo mais graves do Pais e a area em processo
de desertificacdo mais avancada do Ceara, de acordo com o Centro de Gestao e Estudos
Estratégicos (CGEE, 2016). Devido a essas caracteristicas, optou-se por utilizar o solo
desse cenério como modelo de estudo, visando o incremento de conhecimento sobre

alternativas de recuperacéo para sua degradacao.
4.2 Obtencao e caracterizacao do biochar

O material utilizado para fabricacdo do biochar foi o residuo do pedunculo do
cajueiro. Essa escolha foi devido a producéo de caju em larga escala no estado do Ceard,
que em 2022 produziu 818.569 toneladas de pedtnculo de caju (MOURA, 2023), gerando
uma quantidade consideravel de bagaco apds o processamento agroindustrial. Portanto, a
proposta é promover um adequado tratamento desse residuo solido, tornando-o viavel
para o uso agricola. Essa iniciativa encontra-se inserida dentro de uma agéo conjunta de
projetos tematicos no Programa Cientista-chefe em Agricultura, (Biocarvéo de residuo da
cajucultura como condicionador de solos), coordenados pelos professores Dr. Claudivan
Feitosa de Lacerda e Dr2 Mirian Cristina Gomes Costa.

Foi utilizado carvéo hidrotérmico obtido a partir de bagaco de caju carbonizado
em reator de alta presséo, aquecido a temperatura aproximada de 207 °C, durante quatro
horas. A caracterizacao quimica do material foi realizada a partir de digestao por via seca
modificada (ENDERS e LEHMANN, 2012), com quantificacdo dos teores de Ca (0,2 g
kg™l), Mg (0,4 g kgt), Cu (0,02 g kg'l), Fe (0,45 g kg™), Mn (0,005 g kg™) e Zn (0,02 g
kg™) por espectrometria de absor¢do atdmica, teores de Na (0,11 g kg?) e K (1,5 g kg})
por fotometria de chama, do teor de P (5,6 g kg?!) que foi quantificado por
espectrofotometria, e do pH (5,7) por potenciometria, por meio de eletrodo imerso em
suspensdo do biochar em agua deionizada, na proporc¢édo de 1:20. Além disso, a analise
de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) constatou a presenca de ligacoes
correspondentes aos grupos quimicos hidroxila, carbonila de acidos carboxilicos, cetonas,
quinonas ou ésteres, bem como bandas relacionadas a presenca de anéis aromaticos.
Anélises espectrais mostraram que o biochar possuia uma area superficial de 35 m? g2,

volume de poros de 0,11 cm?® g™ e didmetro médio de poros de 12,45 nm.
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4.3 Instalacdo, conducéo e delineamento experimental

O experimento foi instalado em ambiente protegido pertencente 8 EMBRAPA
Agroindustria Tropical, localizada na Universidade Federal do Ceard, campus Pici,
Fortaleza-CE (3°44°58,7” S e 38°34°29,3” O). Foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial duplo, sendo eles: (1) biochar e (2) inoculagéo
de micro-organismos promotores de crescimento vegetal, com quatro repeticoes
[(2x4)x4], totalizando 32 unidades experimentais (Figura 3). Plantas de Sabia e Milho
(cultivar BRS 5011 Sertanejo) foram utilizadas como modelo na montagem do
experimento. Assim, um total de 64 unidades experimentais foram instaladas. Optou-se
por testar plantas com aspectos fisioldgicos distintos (Fabaceae e Poaceae), visto a
importancia ecologica e econdmica, respectivamente, que ambas representam para o

semiarido brasileiro.

Figura 3 - Tratamentos aplicados no solo nos experimentos com as culturas do sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth) e milho (Zea mays).

Tratamentos:
Biochar FMA BPCV
Hydrochar de Fungo Micorrizico Bactéria Promotora de
bagaco de caju Arbuscular Crescimento Vegetal

Sabia
Mimosa caesalpiniifolia
@®®
020 | - ) -
e - | oo

/ Milho -

/ Py ' ' '
Sabia Milho
s : 10 DAE: Desbaste 7 DAE: Desbaste
Timeline 15 pAE: Reinoculagdo 10 DAE: 12 adubagéo
90 DAE: Fim do experimento 15 DAE: Reinoculag&o

20 DAE: 22 adubacéo
55 DAE: Fim do experimento

Fonte: elaborado pelo autor.
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O solo foi destorroado e tamisado em peneira com abertura de malha de 2 mm e
distribuido 2,5 kg de solo em vasos com capacidade de 2,8 L. Foi realizada a
caracterizacdo quimica do solo (Tabela 1), conforme a metodologia de Teixeira et al.
(2017), a fim de proceder a calagem e adubacdo de acordo com as recomendagdes de
adubacdo e calagem para o Estado do Ceara (AQUINO et al., 1993). Foi realizada a
analise granulométrica do solo, a fim de conhecer a classe textural (TEIXEIRA et al.,
2017).

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica do solo do municipio de Irauguba, Ceard, Brasil, na
area em processo de desertificacdo, na camada de 0-10cm.

pH CE AlF* H+Al Ca** Mg? Na* K* SB CTC
(H20) dS mt mmolc dm™
7,0 0,50 1,0 9,9 62,0 63,0 47 3,0 132,7 142,6
C N CIN P Fe Cu Zn Mn \Y m PST
----- g dm?3 ---- mg dm* %

3,54 0,37 10 137 117,38 2,26 2,68 89,96 93,06 0,70 3,29

Fonte: Elaborado pelo autor.

A classe textural do solo foi classificada como franco arenosa (63% de areia, 23%
de silte e 14% de argila), e foi considerada uma densidade de 1,5 g cm™ para o célculo da
quantidade de biochar a ser aplicada nos vasos, 0s quais receberam uma dose Unica
equivalente a 10 Mg ha, que foi misturada ao volume total do solo. A dose aplicada foi
realizada com base em estudo com pastagens degradadas no Brasil (LATAWIEC et al.,
2019).

4.4 Inoculag6es dos micro-organismos

A inoculagdo com o fungo micorrizico arbuscular (FMA) foi realizada utilizando
indculo gentilmente cedido pelo do Centro de Recursos Biologicos Johanna Débereiner
(CRB-JD), da Embrapa Agrobiologia (Rio de Janeiro). Em cada vaso, foi aplicada uma
dose do indculo que apresentava cerca de 100 esporos viaveis de Gigaspora margarita, a
qual foi depositada a 4 cm de profundidade, no dia da semeadura.

O fungo G. margarita caracteriza-se pelo grande porte dos seus esporos (260 -
480 um). Sua escolha se deu pelo fato de ser uma espécie cosmopolita, com distribuigédo
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generalizada, especialmente em solos arenosos e por estar associada as monocotiledoneas
e eudicotiledoneas. Seu sucesso em colonizar raizes esta associado a capacidade dos seus
esporos germinarem multiplas vezes e permanecerem viaveis durante anos no solo
(BONFANTE, 2022), fato relevante para solos do bioma Caatinga, que sofre com longos
periodos de estiagem.

Para a inoculacdo da bactéria promotora de crescimento vegetal (BPCV), as
sementes foram desinfestadas por imersdo em alcool etilico (70%), por 1 minuto e, em
seguida, em solucéo de hipoclorito de sodio a 5% (v/v) por 5 minutos, e lavadas com agua
destilada e esterilizada. O produto comercial Auras®, a base de Bacillus aryabhattai, foi
misturado com as sementes das culturas do milho e sabi, por via liquida, na proporcao
de 4 mL para 150 sementes, na concentracdo de 1x108 UFC mL™ e a semeadura foi
realizada no mesmo dia. Posteriormente, foi realizada uma reinoculagdo, onde foi
aplicado 1 mL do inoculante por vaso aos 15 dias apds a emergéncia (DAE).

O B. aryabhattai é uma rizobactéria isolada da rizosfera de mandacaru (Cereus
jamacaru), uma cactacea tipica da Caatinga (KAVAMURA, 2012). Além de apresentar
alta producdo de exopolissacarideos (EPS), o B. aryabhattai possui capacidade de
promover o desenvolvimento da planta por diferentes mecanismos, como a sintese de
auxinas, fixacdo de nitrogénio e outros. Essas caracteristicas, aliado a falta de informacéo
de sua interacdo com biocarvéo, justificam a escolha do B. aryabhattai nos ensaios deste
trabalho.

Cada vaso recebeu 4 sementes e, apos a emergéncia, foi realizado o desbaste para
manter apenas uma planta por vaso. Foi realizada uma adubac&o nitrogenada na cultura
do milho, a fim de atender a exigéncia da cultura. Para isso, foram aplicadas duas doses
de 10 g kgt de N no solo aos 10 e 20 DAE, respectivamente, utilizando soluc&o nutritiva
de KNOs (1 M). A irrigacdo foi realizada diariamente até atingir 60% da capacidade de

campo. O experimento foi conduzido até os 55 DAE para o milho e 90 DAE para o sabié.

4.5 Analises biométricas

Aos 55 DAE do milho e aos 90 DAE do sabia, foram realizadas as analises
biométricas da planta, sendo elas: contagem do nimero de folhas, altura da planta (cm) e
didmetro do caule (mm). Além disso, foram quantificadas as massas das materias secas
da parte aérea (MMSPA) e das raizes (MMSRA), utilizando estufa com circulacédo de ar

forcada (60 °C) até o peso constante.
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4.6 Analises do solo

4.6.1 Analises quimicas

As amostras de solo foram secas ao ar e peneiradas em malha com abertura de 2
mm, para a obtencédo da terra fina seca ao ar (TFSA). O pH foi aferido por potenciometria,
por meio de eletrodo imerso em suspenséao do solo em agua e em CacCly, na proporcéo de
1:2,5. O carbono organico foi extraido em solucéo de dicromato de sodio e determinado
por colorimetria, as concentracdes de P e K* foram extraidas em resina trocadora de ions,
enquanto H+Al (acidez potencial) foi determinada pelo método do pH com tampéo de
SMP (Shoemaker, McLean e Pratt). Os elementos Ca** e Mg?" foram extraidos em
solugdo de KCI 1 mol L e determinados por titulagdo (EDTA 0,005 mol L?). O
nitrogénio (N) total do solo foi determinado pelo método de Kjeldahl, por destilacdo a
vapor (RAIJ et al., 2001).

A soma das bases (SB) foi obtida pela soma dos valores de Ca?*, Mg?* e K*, a
capacidade de troca catidnica (CTC) foi calculada pela soma de SB a acidez potencial, e
a saturacao por bases (V%) foi calculada pela formula: SBx100/CTC (TEIXEIRA et al.
2017).

4.6.2 Analises enzimaticas

As amostras de solo foram refrigeradas a 4 °C para determinacgéo da atividade das
enzimas envolvidas na ciclagem de nutrientes no solo, sendo elas: B-glicosidase
(BETAGLU) (3.2.1.21), urease (URE) (EC 3.5.1.5) e fosfatase acida (Pac) (EC 3.1.3),
que participam do ciclo no carbono, nitrogénio e fésforo, respectivamente. As
determinacGes das atividades enzimaticas foram baseadas na analise colorimétrica dos
produtos liberados por cada enzima quando a amostra foi submetida a condicdes ideais
de incubacgdo com substrato adequado.

A atividade da pB-glicosidase foi medida usando metodologia baseada em
“Methods of Soil Analysis” (1994). Amostras de 1 g de solo foram depositadas em tubos
Falcon (50 mL), sendo adicionados 4 mL de MUB (pH = 6,0) e 1 mL de solugao de p-
nitrofenil-p-D-glicosideo (PNG: 0,05 M) (com excecdo dos controles). Posteriormente,
0s tubos foram agitados e levados para o banho maria a 37 °C por 1 hora. Apés a
incubacéo, foram adicionados 1 mL de solucéo de CaCl (0,5 M) e 4 mL de THAM (0,1

M, pH = 12) em todas as amostras, e nas amostras controle e 1 mL da solucdo de PNG
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(0,05 M). As amostras foram filtradas em papel de filtro Whatman n° 2, e a atividade foi
determinada pela quantificagdo do p-nitrofenol liberado na incubacéo, que foi medido em
espectrofotbmetro em absorbancia a 410 nm.

Para determinar a atividade da fosfatase acida, amostras de 1 g de solo foram
depositadas em tubos Falcon (50 mL), e foi adicionado 4 mL de MUB (pH =6,5) e 1 mL
da solugédo p-nitrofenil fosfato (PNP: 0,05 M), e levadas ao banho maria a 37° C por 1
hora. Em seguida foi adicionado 1 mL da solucdo de CaCl, (0,5M) e 4 mL de NaOH
(0,5M) e 1 mL da solucéo de PNP (0,05 M) apenas nos controles. A suspenséo foi entdo
filtrada em filtro de papel Whatman n° 2 e a atividade foi determinada pela quantificacéo
do p-nitrofenol liberado na incubacdo, que foi medido em espectrofotdmetro em
absorbancia a 420 nm (EIVAZI; TABATABAI, 1977).

Para a determinacdo da atividade da urease, 5 g de solo foram acrescidas de 2,5
mL de solucéo de ureia (5 mL de 4gua nas amostras controle) e 20 mL do tampdo borato
(pH = 10), agitadas e levadas ao banho maria a 37° C por 2 horas. Apds a incubacdo, foi
adicionado 30 mL de KCI acidificado (1 M) para extracdo do aménio gerado na reacéo e
2,5 mL da solucdo de ureia nas amostras controle. As amostras foram agitadas por 30
minutos em mesa agitadora a 150 rpm. A suspensdo foi filtrada em papel de filtro
Whatman n° 2 e foi retirada uma aliquota de 1 mL desse extrato, a qual foi pipetada em
recipientes contendo 9 mL de agua destilada, adicionando-se posteriormente 5 mL da
solucdo de salicilato de sodio (1,06 M) / hidréxido de sddio (0,3 M) e 2 mL da solugédo
de dicloroisocianurato de sédio (0,1%). Apds 1 hora de repouso, 0 NH4" extraido foi
determinado em espectrofotdbmetro em absorbancia a 690 nm (KANDELER; GERBER,
1988).

Foi estimada a estequiometria da atividade enzimética de acordo com o método
vetorial proposto por Moorhead et al. (2016), utilizando as seguintes formulas: vetor L
(comprimento) = V(X% +Y?), vetor A (angulo) = [Atan2 (X, Y)], onde: X =

Enzima C Enzima C

, . Y = . ——. A andlise vetorial das relacdes
Enzima C + Enzima P Enzima C + Enzima N

estequiométricas revela as demandas relativas de nutrientes pelos micro-organismos,

sendo o comprimento relacionado a limitacdo de C versus N e P, e 0 angulo, a limitagédo
de P versus N (MOORHEAD et al., 2016).
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4.6.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizado apenas para o experimento
com Mimosa caesalpiniaefolia Benth (Sabia). O DNA total do solo foi extraido a partir
de 0,5 g de solo utilizando o kit DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen, CA, EUA) e armazenado
a -20 °C, seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidade do DNA foi verificada por
meio de espectrofotometria (Nanodrop ND-1000). A regido V4 do gene 16S rRNA foi
amplificada usando o 2X Kapa HiFi HotStart Ready Mix (Roche, Pleasanton, CA, EUA)
e 0 conjunto de primers 515F-Y (5 -GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3') e 806R (5'-
GGGACTACHVHHHTWTCTAAT-3'), de acordo com o seguinte programa: 95 °C por
3 min, seguido de 35 ciclos a 98 °C por 20 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 30 s e 72 °C por
5 min.

A segunda PCR, para insercdo dos indexes, foi realizada com o kit Nextera XT v2
set A (Illumina, San Diego, CA, EUA). Os produtos de PCR foram purificados com as
esferas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) e quantificados pelo
fluorémetro Qubit com o kit dsSDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). As bibliotecas foram sequenciadas em pares usando o kit lllumina
NextSeq Reagent Kit v2 (300-ciclos, 2 x 150 bp) (Illumina) no Centro de Gendmica e
Bioinforméatica (CeGenBio) da Universidade Federal do Ceara, Brasil (website:

https://cegenbio.ufc.br).

4.6.4 Analises de bioinformatica

As sequéncias brutas foram analisadas com o auxilio do QIIME 2 (Quantitative
Insight Into Microbial Ecology), seguindo o pipeline “Moving Pictures” tutorial (v.
2023.5) presente no site: https://docs.qiime2.0rg/2023.5 (BOLYEN et al., 2019). A
qualidade (denoise) das sequéncias demultiplexadas foi verificada por meio do pipeline
do DADA2 (CALLAHAN et al., 2016). As amostras foram agrupadas em ASVs
(Amplicon Sequence Variant) e a atribui¢do de taxonomia foi realizada por meio do banco
de dados do SILVA (v. 138) (QUAST et al., 2013). A diversidade beta foi estimada por

meio do algoritmo de Bray-curtis e os dados foram plotados em uma Anélise de

Coordenadas Principais (PCoA). As diferencas entre grupos foram testadas por meio de
uma analise de PERMANOVA. A diversidade alfa foi expressa por meio dos indices de
diversidade de Shannon e por meio da riqueza de ASVs. As diferengas entre tratamentos


https://docs.qiime2.org/2023.5
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(com e sem biochar), assim como as inoculag¢Ges, foram analisadas por meio do teste

Kruskal-Wallis (pairwise) a 5% de significancia.

4.7 Analise estatistica

Os resultados dos parametros de crescimento das plantas, da quimica do solo e
atividade enzimatica foram submetidos a uma analise de variancia, por meio do teste F
(p £0,05). Quando observado efeito significativo, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o software estatistico Assistat (versdo 7.7) (SILVA;
AZEVEDO, 2016).
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1 - Mimosa caesalpiniaefolia Benth

5.1.1 Biometria e biomassa

A aplicacéo de biochar no solo promoveu aumento na altura e na massa da materia
seca da parte aérea das plantas de sabid, independentemente do tratamento adotado (com
ou sem inoculacdo) (Figuras 4 e 5 B e D). A massa da matéria seca das raizes foi maior
no tratamento com a co-inoculacdo na auséncia do biochar (Figura 5 E). Por outro lado,
0 numero de folhas e o diametro do caule ndo sofreu influéncia da adicdo de biochar ou
da inoculagdo com micro-organismos promotores do crescimento (Figuras 5 A e C).

Figura 4 - Plantas de sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth) cultivadas em solo em
processo de desertificacdo e submetidas aos tratamentos de biochar e inoculantes.

Fonte: Prépria.
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Figura 5 — Analise biométrica de plantas de sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth)
cultivadas em solo em processo de desertificacao e submetidas aos tratamentos de biochar
e inoculantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Namero de folhas, (B) altura da planta (cm), (C) didmetro do caule (mm),
(D) massa da matéria seca da parte aérea (g), (E) massa da matéria seca das raizes (g). CONT: Controle,
FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai, CO: co-inoculacdo. As letras mindsculas
comparam 0s tratamentos entre manejos (com e sem biochar) e as letras mailsculas comparam 0s
tratamentos dentro de cada manejo. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05). **
Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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5.1.2 Quimica do solo

O pH do solo foi reduzido pela adicdo de biochar, independentemente dos
tratamentos com inoculagdo (Tabela 2). Os teores de carbono (C), nitrogénio (N) e a
acidez potencial (H+Al) foram significativamente maiores nos tratamentos com biochar.
O fosforo (P) disponivel foi maior nos tratamentos com inoculantes, independente da
aplicacdo de biochar. O teor de potassio (K*) foi maior nos tratamentos com biochar.

Tabela 2 - Atributos quimicos do solo em processo de desertificacdo cultivado com o
sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e submetido aos tratamentos de biochar e
inoculantes.

COM BIOCHAR SEM BIOCHAR

CONT ___FMA __ BPCV co CONT __FMA BPCV [ee)
pH Hz20 6,33 6,50 6,50 6,53 * 665 673 675 650
pH cacly 6,53 6,37 6,53 6,67 ** 667 68 687 663
C g dm3 5,84 6,36 6,25 5,74 ** 338 354 452 468
N gdm?3 0,50 0,57 053 0,47 ** 030 033 040 040
CIN - 12 11 12 12 11 11 11 12
P g dm3 2130 2067 3190 2390 17,33 31,00 2680 1933
ca?t  mmolckg?! 9960 90,13 86,53 121,07 89,17 9340 9497 107,13
MgZt  mmolckg? 83,17 8843 9257 8583 91,93 9630 9547 82,97
K* mmolc kg 2,10 2,10 1,60 157 * 163 170 1,30 170
H+Al  mmolckg 11,10 10,57 10,73 1043 ** 1020 9,63 10,10 9,87
SB mmolc kg2 184,87 180,67 180,70 208,47 182,73 19140 191,73 191,80
CTC  mmolckg™ 19597 19123 19143 218,90 192,93 201,03 201,83 201,67
v % 9433 9433 9433 9500 9467 9533 9467 9533

Fonte: Elaborado pelo autor. CONT: Controle, FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai,
CO: co-inoculagdo. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05). ** Significativo ao
nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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5.1.3 Atividade enziméatica

A aplicacdo de biochar ao solo aumentou a atividade da B-glicosidase,
independentemente da inoculagéo (Figura 6 A). A atividade da fosfatase acida foi maior
em todos os tratamentos com biochar e no tratamento apenas com a co-inoculagéo (Figura
6 B). A atividade da urease foi maior nos tratamentos sem biochar, independente das
inoculagdes (Figura 6 C). Nao houve diferenca significativa na relacao entre [3-
glicosidase/urease (Figura 6 D), bem como na relagdo entre B-glicosidase/fosfatase
(Figura 6 E), sofrendo apenas um declinio no tratamento de BPCV com biochar. A relagdo
urease/fosfatase acida foi maior sob o tratamento de BPCV sem aplica¢do de biochar
(Figura 6 F).
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Figura 6 — Atividade enzimatica do solo em processo de desertificacdo cultivado com o
sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e submetido aos tratamentos de biochar e
inoculantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Atividade enzimatica da B-glicosidase (ug p-nitrofenol g'1 solo h'l), (B)
atividade enzimatica da fosfatase acida (ug p-nitrofenol g'1 solo h'l), (C) atividade enzimatica da urease

(Mg N-NH,4 g'1 solo 2h'1), (D) relagdo estequiométrica das enzimas B-glicosidase e urease, (E) relagdo
estequiométrica das enzimas B-glicosidase e fosfatase acida, (F) relacdo estequiométrica das enzimas urease
e fosfatase acida. CONT: Controle, FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai, CO: co-
inoculagdo. As letras mindsculas comparam os tratamentos entre manejos (com e sem biochar) e as letras
mailsculas comparam os tratamentos dentro de cada manejo. *Significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0,01 < p <0,05).
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A aplicagéo de biochar ao solo, cultivado com sabia, aumentou ambos os vetores
das relacdes estequiométricas da atividade enzimatica (comprimento e angulo vetorial),

independente das inoculacbes (Tabela 3).

Tabela 3 - Vetores da relagdo estequiométrica das enzimas B-glicosidase, fosfatase &cida
e urease do solo em processo de desertificacdo cultivado com o sabia (Mimosa
caesalpiniaefolia Benth) e submetido aos tratamentos de biochar e inoculantes.

COM BIOCHAR SEM BIOCHAR
CONT FMA BPCVY CO CONT FMA BPCV CO

VETOR L

. 0,73 0,75 0,73 0,75* 0,73 0,73 0,71 0,72
(comprimento)

VETOR A

A 1,06 1,10 1,07 1,09 * 1,08 1,05 1,01 1,05
(angulo)

Fonte: Elaborado pelo autor. CONT: Controle, FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai,
CO: co-inoculagdo. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05).

5.1.4 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Os filos mais abundantes foram Actinobacteria (30%), Proteobacteria (10%),
Acidobacteria (10%), Chloroflexi (7%), Planctomycetota (7%), Crenarchaeota (5%) e
Gemmatimonadota (3%), sem diferir entre os tratamentos (Figura 7a). Quanto aos
géneros, os mais abundantes foram Rubrobacter, Streptomyces, Gaiella, Sphingomonas,
Nocardioides, Solirubrobacter, Microvirga, Mycobacterium, Dongia, Nitrolancea e
Geodermatophilus. O género Bradyrhizobium foi mais expressivo nos tratamentos com

biochar, principalmente no tratamento controle (Figura 7b).
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Figura 7 — Abundancia relativa das comunidades procariéticas do solo em processo de
desertificacdo, a nivel de filo (a) e género (b), cultivado com o sabia (Mimosa
caesalpiniaefolia Benth) e submetido aos tratamentos de biochar e inoculantes.
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A aplicagdo de biochar alterou significativamente a estrutura das comunidades
procarioticas do solo (Figura 8). Os tratamentos com aplicacdo de biochar formaram um
grupo significativamente diferente dos tratamentos com auséncia de biochar
(PERMANOVA, F= 3.8742 e p = 0,007). Os tratamentos com co-inoculagdo
apresentaram grupos mais separados dos outros tratamentos, independentemente da
adicdo de biochar. Contudo, na auséncia de biochar, todos os tratamentos, incluindo o
tratamento controle, apresentaram grupos microbianos mais bem discriminados,
enquanto os tratamentos com aplicacdo de biochar tiveram uma distribuicdo mais

aleatoria.

Figura 8 — Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) da comunidade microbiana do solo
em processo de desertificacdo cultivado com o sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e
submetido aos tratamentos de biochar e inoculantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Globalmente, ao avaliarmos os tratamentos agrupados segundo o fator presenca
ou auséncia de biochar, a aplicacdo de biochar reduziu significativamente a riqueza de
espécies procaridticas (nimero de ASVs) no solo (Kruskal-Wallis, H = 5.071 e p =
0.024343), bem como reduziu significativamente a diversidade de espécies procaridticas
(indice de Shannon) no solo (Kruskal-Wallis, H = 5.603 e p = 0.01792) (Figura 9).

Figura 9 — Indice de diversidade de Shannon e riqueza microbiana do solo em processo
de desertificacdo cultivado com o sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e submetido
aos tratamentos de biochar.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na analise de desdobramento verifica-se 0 mesmo padrdo, a adicdo de biochar
reduziu significativamente a riqueza de espécies procarioticas (nUmero de ASVSs) no solo
(Kruskal-Wallis, H = 14.60 e p = 0.041482), principalmente os tratamentos com bactéria
e FMA (Figura 10). Contudo, mesmo na presenca de biochar, o tratamento com co-
inoculacdo apresentou maior riqueza que espécies, principalmente em relagéo ao controle

(sem inoculacéo) e a inoculagcéo de FMA.
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Figura 10 — Riqueza microbiana do solo em processo de desertificagdo cultivado com o
sabia (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e submetido aos tratamentos de biochar e

inoculantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Desdobrando-se os tratamentos, constata-se que a aplicacdo de biochar reduziu

significativamente a diversidade de espécies procarioticas (indice de Shannon) no solo
(Kruskal-Wallis, H = 11.22 e p = 0.012903). N&do houve diferencas significativas na

diversidade microbiana entre tratamentos com inoculacdo quando houve a aplicacéo de

biochar. Porém, os tratamentos sem adi¢do de biochar apresentaram maiores indices de

diversidade, principalmente com a utilizacdo de bactérias, FMA ou sua co-inoculagédo

(Figura 11).
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Figura 11 — Indice de diversidade de Shannon do solo em processo de
desertificacdo cultivado com o sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth) e submetido aos
tratamentos de biochar e inoculantes.
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5.2 Experimento 2 - Zea mays

5.2.1 Biometria e biomassa

Os tratamentos sem biochar promoveram maior altura e acimulo da massa da
matéria seca da parte aérea das plantas de milho (Figuras 12 e 13 B e D). O didametro do
caule (Figura 13 C) foi maior nos tratamentos com biochar e a massa da matéria seca das
raizes foi maior nos tratamentos CONT e FMA com biochar, e com a BPCV sem
aplicacdo de biochar (Figura 13 E). O numero de folhas ndo apresentou diferencas

significativas entre os tratamentos (Figura 13 A).

Figura 12 — Plantas de milho (Zea mays) cultivadas em solo em processo de desertificacdo
e submetidas aos tratamentos de biochar e inoculantes.

B+ BPCV

Fonte: Propria.
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Figura 13 — Anélise biométrica das plantas de milho (Zea mays) cultivadas em solo em
processo de desertificacdo e submetidas aos tratamentos de biochar e inoculantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Numero de folhas, (B) altura da planta (cm), (C) didmetro do caule (mm),
(D) massa da matéria seca da parte aérea (g), (E) massa da matéria seca das raizes (g). CONT: Controle,
FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai, CO: co-inoculacdo. As letras mindsculas
comparam 0s tratamentos entre manejos (com e sem biochar) e as letras mailsculas comparam 0s
tratamentos dentro de cada manejo. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05). **
Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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5.2.2 Quimica do solo

A aplicacéo do biochar reduziu o pH do solo e aumentou o teor de carbono (C)
acidez potencial (H+Al) e soma de bases (SB), independentemente dos tratamentos com
inoculacdo (Tabela 4). O teor de nitrogénio (N) e a saturacdo por bases (V%) néo foram
afetados significativamente. O teor de fosforo (P) foi maior sem a adi¢do de biochar,
independente das inoculagBes. Os teores de calcio (Ca?*), magnésio (Mg®*) e a CTC
foram maiores nos tratamentos CONT e CO com biochar. O teor de potassio (K*) foi

maior nos tratamentos com adicao de biochar, exceto quando combinado com 0 FMA.

Tabela 4 - Atributos quimicos do solo em processo de desertificacdo cultivado com o
milho (Zea mays) e submetido aos tratamentos de biochar e inoculantes.

COM BIOCHAR SEM BIOCHAR

CONT FMA BPCV (6{0) CONT FMA BPCV (6{0)
pH H.0 6,55 6,80 6,68 6,63 ** 6,80 6,80 6,80 6,80
pH CaCl, 6,57 6,37 6,30 6,67 6,57 6,50 6,43 6,47
C gdm? 6,71 7,19 7,29 6,83 ** 4,99 4,99 5,24 4,62
N gdm? 0,57 0,63 0,60 0,57 0,43 0,43 0,47 0,40
CIN - 12 11 12 12 12 12 11 12
P gdm?® 20,60 20,77 28,83 31,47 28,43 31,80 48,87 27,70

Ca? mmol. kg® 123,03aA 89,27aBC  73,70aC 101,07aAB 82,37TbA 78,17aA 69,17aA 73,77bA
Mg? mmol. kg® 92,17aAB  72,40aB  72,87aB  104,97aA 88,90aA 87,33aA 77,23aA  81,83bA

K* mmol. kg™ 1,87aAB  1,57bB  1,73aAB  2,30aA 2,07aA  2,07aA  1,67aA  1,77bA
H+Al mmol.kg* 10,23 11,30 11,43 10,40 ** 10,07 10,10 10,57 9,67
SB mmol. kg* 217,07 163,23 148,30 208,33 * 173,33 167,57 148,07 157,37
CTC mmol. kg? 227,30aA 174,53aBC 159,73aC 218,73aAB 183,40bA 177,67aA 158,63aA 167,03bA
\ % 95,33 95,33 92,67 95,33 94,33 94,33 93,00 94,33

Fonte: Elaborado pelo autor. CONT: Controle, FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai,
CO: co-inoculacdo. As letras mintsculas comparam os tratamentos entre manejos (com e sem biochar) e as
letras mailsculas comparam os tratamentos dentro de cada manejo. *Significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (0,01 < p < 0,05). ** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
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5.2.3 Atividade enzimética

A atividade enzimatica da B-glicosidase e da fosfatase &cida ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos (Figuras 14 A e B). Porém, a atividade da urease
foi superior no tratamento de co-inoculacéo, sem aplicacéo de biochar (Figura 14 C). N&o
houve diferenga significativa na relagdo entre B-glicosidase/urease (Figura 14 D), ja a
relacdo entre B-glicosidase/fosfatase acida foi maior nos tratamentos sem a adigdo de
biochar, independente das inocula¢Bes (Figura 14 E). A relacdo entre urease/fosfatase

acida foi maior no tratamento CO sem aplicacao de biochar (Figura 14 F).
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Figura 14 — Atividade enzimatica do solo em processo de desertificagdo cultivado com o
milho (Zea mays) e submetido aos tratamentos de biochar e inoculantes.
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47

A aplicacéo de biochar no solo nédo interferiu no comprimento do vetor, enquanto
o0 angulo do vetor foi menor apenas no tratamento de co-inoculacdo sem biochar (Tabela
5).

Tabela 5 - Vetores da relagdo estequiométrica das enzimas B-glicosidase, fosfatase &cida
e urease do solo em processo de desertificacdo cultivado com o milho (Zea mays) e
submetido aos tratamentos de biochar e inoculantes.

COM BIOCHAR SEM BIOCHAR
CONT FMA BPCV CO CONT FMA BPCV Cco
VETOR L 0,73 0,75 0,75 0,74 0,75 0,75 0,75 0,72
(comprimento)
VETOR A 1,06a 1,10a 1,12a 1,10a 1,10aA 1,09aAB 1,09aAB  1,03bB

(&ngulo)

Fonte: Elaborada pelo autor. CONT: Controle, FMA: Gigaspora margarita, BPCV: Bacillus aryabhattai,
CO: co-inoculacéo. As letras mintsculas comparam os tratamentos entre manejos (com e sem biochar) e as
letras mailsculas comparam os tratamentos dentro de cada manejo.



48

6 DISCUSSAO

6.1 Biochar e o crescimento de plantas e quimica do solo

O biochar tem sido amplamente utilizado na melhoria de atributos quimicos,
fisicos e bioldgicos do solo. Porém, ndo temos informag6es robustas de como a aplicacéo
de biochar hidrotérmico de bagaco de caju pode influenciar a atividade bioldgica de solos
em processo de degradacdo no bioma Caatinga. Assim, este trabalho hipotetizou que a
aplicacdo do biochar aumenta a diversidade e a atividade microbiana de solos degradados
na Caatinga e que esse efeito é potencializado por meio da inoculagdo com organismos
promotores do crescimento de plantas (bactérias e fungos). A hipotese inicial foi
parcialmente rejeitada, visto que a adicdo de biochar pode reduzir a diversidade
microbiana do solo em condigdes especificas.

As propriedades de cada biochar variam de acordo a matéria prima e a forma de
producdo, ou seja, pirélise ou carbonizacao hidrotérmica, incluindo outras variaveis como
0 tempo e temperatura utilizadas. Quando se opta pela via hidrotérmica, geralmente
utiliza-se temperatura e tempo de residéncia mais baixos (de 180 °C a 240 °C por até 4h).
Assim, ao comparar com o biocarvao pirolitico (TOMCZYK, SOKOLOWSKA e
BOGUTA, 2020), o hidrotérmico possui um carater mais acido, por formar &cidos
organicos durante o processo em meio aquoso, além de compostos carboxilicos,
hidroxilicos, fenolicos e outros, o que pode lhe conferir maior acidez (MASOUM I et al.,
2021).

O biochar, combinado com as inoculagdes, aumentou a altura das plantas e a
massa da matéria seca da parte aérea do sabia. Em contrapartida, a aplicacdo de biochar
no solo cultivado com milho, aumentou apenas a massa da matéria seca das raizes, que
também foi aumentada pela inoculacdo do Bacillus aryabhattai. Essas respostas podem
ser explicadas devido as alteragcdes que o biochar promoveu em alguns componentes
quimicos do solo. O pH do solo foi reduzido, o que era esperado, visto que o solo possuia
pH neutro e o biochar utilizado, acido. Assim, a utilizagdo do biochar hidrotérmico, com
carater acido, pode ndo ser uma estratégia interessante para recuperagdo de solos
degradados, visto que o pH do solo é um dos principais fatores moduladores do
crescimento de plantas.

A aplicacdo de biochar aumentou os teores de alguns nutrientes no solo.

Aumentos nos teores de C e N sdo relevantes para a reproducdo de micro-organismos,
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pois participam da formacao de macromoléculas (e.g., DNA, RNA, outras) (BURGIN et
al., 2011). Ressalta-se também o aumento no teor de potassio, que € o segundo nutriente
mais absorvido pelas plantas e atua na regulacdo osmética e na ativacdo de mais de 60
enzimas (sintetases, oxirredutases, desidrogenases, transferases etc.) (ALVES et al.,
2021).

O aumento no teor de P disponivel no solo foi relacionado aos tratamentos apenas
com as inoculagdes. Esse nutriente esta envolvido em diversas funcdes bioguimicas das
plantas, como armazenamento de energia, fotossintese, respiracdo, glicolise, ativagdo
enzimaética, composicao de acidos nucléicos etc. (MADRID-DELGADO et al., 2021). A
simbiose micorrizica desempenha um papel importante na aquisi¢do de fosforo. As hifas
externas dos fungos atuam como extensdes do sistema radicular, explorando maior
volume de solo, o que geralmente aumenta a disponibilidade de P para as plantas
(MADRID-DELGADO et al., 2021).

A inoculacdo de Bacillus aryabhattai também pode ter contribuido para o
aumento no teor de P do solo. Esse género bacteriano tem a capacidade de solubilizar o
P, através da liberagdo de acidos organicos. Estudos demonstram que a inoculacdo do B.
aryabhattai aumentou a solubilizacdo de P e promoveu 0 um maior crescimento e valor
nutricional de plantas de milho e feijao (AHMAD et al., 2019).

A melhoria na quimica do solo pode estar associada as propriedades do biochar,
como sua area de superficie, didmetro e volume total de poros, que lhe confere a
capacidade de retencéo de nutrientes, que posteriormente poderao ser disponibilizados na
solucdo do solo (WEBER e QUICKER, 2018).

Uma revisdo demonstrou que comumente temperaturas de pir6lise moderadas
(400 a 700 °C) sao as mais adequadas para o desenvolvimento de microporos no biochar,
e que globalmente os biochars apresentam uma area superficial que varia de 8 a 132 m?
g* e um volume total de poros variando de 0,016 a 0,082 cm?® g (LENG et al., 2021).
Entretanto, um estudo de otimizag&do de pardmetros de pirdlise para a producéo de biochar
de bambu, demonstrou que temperaturas acima de 550 °C gerou um biocarvdo com area
superficial acima de 200 m? g e um volume total de poros acima de 0,17 cm® g1, com
uma queda drastica desses indices quando a temperatura excedeu 850 °C (YANG et al.,
2016). O biochar utilizado na nossa pesquisa apresentou indices de area de superficie,
didametro e volume total de poros considerados relativamente baixos, o que pode ter sido
um fator limitante para provocar alteracdes significativas nas propriedades quimicas do

solo.
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6.2 Biochar e a atividade enziméatica do solo

As anélises das atividades das enzimas do solo estdo ganhando destaque no estudo
da biologia do solo, por serem variaveis sensiveis e que apresentam respostas rapidas as
mudancgas ambientais. O biochar aplicado ao solo cultivado com sabia, aumentou a
atividade da B-glicosidase, enzima envolvida no ciclo do carbono, que catalisa a hidrélise
da celulose em glicose, tornando-a disponivel para as plantas e micro-organismos como
fonte de energia (GUNAL, ERDEM e DEMIRBAS, 2018).

Essa resposta pode ser justificada pelo contetdo de C presentes no biochar (LIAO
et al.,, 2016). Além disso, a atividade da B-glicosidase libera aclcares de baixo peso
molecular, que serve de fonte de energia para 0s micro-organismos do solo, de modo a
aumentar também a atividade de outras enzimas, principalmente em doses crescentes, até
30 Mg ha, como relatado por Lopes et al. (2021).

A fosfatase acida pertence ao grupo das enzimas que catalisa a hidrélise dos
fosfatos orgénicos em inorgéanicos. A aplicagcdo do biochar aumentou a atividade da
fosfatase acida no solo cultivado com sabia. Entretanto, em ambos os experimentos, as
estratégias de inoculacdo contribuiram para aumentar a atividade dessa enzima.
Possivelmente pelos mecanismos que 0s micro-organismos possuem para aumentar a
solubilizacdo do fosfato inorganico e de secretar enzimas fosfatase.

A urease é a enzima do solo responsavel por catalisar a hidrélise da ureia em
amonio e didoxido de carbono, e sua atividade é essencial para o fornecimento de
nitrogénio para as plantas. Porém, em excesso, pode provocar a perda de nitrogénio
amoniacal por volatilizacdo (LIU et al., 2018). A inibicéo da atividade da urease por parte
do biochar pode ser resultante de reacdes oxidativas com radicais livres ou suas espécies
reativas de oxigénio na superficie do biochar, ou ainda pelas reacbes de sorcdo de
compostos quimicos deletérios aos micro-organismos que produzem a urease. No entanto,
esse efeito pode variar com o tipo de biochar, a dose aplicada e os atributos do solo (LIU
etal., 2018).

O aumento da atividade enzimatica do solo pode estar associado ao fato do biochar
fornecer um ambiente favoravel para as bactérias do solo, dentre as quais estdo as
responsaveis pela secrecdo das enzimas extracelulares (PALANSOORIYA et al., 2019).
Embora a caracterizagdo do biochar tenha revelado baixos indices relativos as suas

propriedades fisicas, este ainda pode ter servido como habitat para a microbiota.
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Os resultados mais expressivos na atividade enzimatica do solo estdo comumente
associados aos atributos do biochar e do solo. Globalmente, os solos com pH mais baixo
(< 6,5), teores de carbono e nitrogénio baixos (C <20 g kg™ e N <2 g kg?) e textura fina
(incluindo as classes francas e argilo siltosa), que receberam aplicacéo de biocarvfes com
pH mais elevado (neutro a alcalino) e relacdo C/N mais baixa, que sdo geralmente
produzidos com temperaturas de pirolise mais altas (350 - 550 °C), tiveram resultados
mais promissores (POKHAREL, MA e CHANG, 2020). Estratégias como a escolha da
matéria prima e do modo de producédo sdao primordiais para obter melhores respostas do
biochar na funcionalidade biolégica do solo.

Contudo, as analises enzimaticas isoladas revelam diferencas em termos absolutos
da atividade de cada enzima, mas fornecem pouca informacéo sobre o estado nutricional
da comunidade microbiana. Para isso, uma abordagem mais acurada para avaliacdo da
atividade enzimatica do solo é por meio de uma estequiometria (C:N:P), para inferir a
limitacdo de nutrientes microbianos. Parte-se da premissa de que 0S micro-organismos
alocam mais recursos para producdo de enzimas para adquirir 0s nutrientes mais
limitantes, e essa limitacédo é refletida na proporcao da atividade de cada enzima (MOR:I,
ROSINGER e MARGENOT, 2023).

A proporcdo média da atividade enzimatica (C:N:P) se aproxima de uma relacéo
de 1:1:1 em solos sedimentares e em solos de ecossistemas ndo manejados, e desvios
dessa proporcéo séo indicadores para inferir limitagdes de nutriente microbianos, C vs N,
C vs P e N vs P, respectivamente (SINSABAUGH, HILL e FOLLSTAD SHAH, 2009).
Além disso, vetores sdo estimados a partir das relacdes das enzimas pareadas, e sdo
utilizados para quantificar as demandas relativas de C vs N vs P.

A enzima que expressou maior atividade foi a fosfatase &cida, porém quando
comparada com a B-glicosidase, a relacdo estequiométrica (C/P) ficou préxima de 1:0,3.
Desvios ainda maiores foram observados quando as enzimas foram comparadas com a
urease, que por sua vez expressou a menor atividade (C/N > 1 e N/P < 0,15).

Uma metanalise que reuniu dados relacionados a influéncia da aplicacdo do
biochar na estequiometria enzimatica do solo, apontou que em geral o biochar aumentou
a atividade das enzimas envolvidas no ciclo do C e N, ao passo que houve o aumento do
comprimento do vetor, indicando uma limitacdo de energia microbiana, na forma de C
l&bil, em relacdo aos demais nutrientes (N e P) (CHEN et al., 2022). Essa resposta pode

ser atribuida ao fato do biochar ser composto predominantemente por C recalcitrante, que
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ndo pode ser acessado pelos micro-organismos, de tal modo que, para fins agricolas,
recomenda-se que sejam aplicadas fontes de C labil de forma paralela.

Quanto a demanda de nitrogénio, recomenda-se que seja suprida pela aplicacéo
de fontes labeis de N para as plantas, para reduzir a competicdo com 0s micro-organismos
e as perdas por imobilizagdo. Assim, apenas a aplicacdo de biochar ndo supre as demandas
estequiométricas microbianas e sdo necessarias fontes de C e N labeis para esse fim,
especialmente em condi¢Ges de baixa fertilidade (CHEN et al., 2022). Concordando com
a analise vetorial que indicou que, a adi¢do de biochar ndo contribuiu para o aumento do
carbono labil para os micro-organismos (comprimento do vetor), por outro lado, o angulo
do vetor indicou que todos os tratamentos com biochar reduziram as demandas

microbianas de N em relacdo ao P.

6.3 Biochar e a estrutura comunidade microbiana do solo

A utilizacdo do biochar hidrotérmico de bagaco de caju teve uma influéncia
limitada em modificar a abundancia relativa dos filos e géneros dos procariontes
habitantes do solo. Um dos principais fatores que pode explicar essa resposta é o pH do
biochar e do solo. Uma metanalise demonstrou que os efeitos positivos da aplicacdo do
biochar no aumento da diversidade microbiana do solo, ocorreu quando utilizados
biocarv@es alcalinos (geralmente piroliticos) (SINGH et al., 2022). Em contrapartida, 0s
maiores aumentos da diversidade microbiana, promovidos pelo biochar, ocorreram em
solos com pH entre 4,5 e 6,5, e as maiores reducfes da diversidade, em solos com pH
entre 6,5e 7,5 (LI et al., 2020).

Um dos impactos comuns da adi¢do de biochar ao solo é a reducgdo da populacao
de Acidobacteria, pois geralmente o pH dos biochars tendem a alcalinidade. As bactérias
pertencentes a esse filo participam ativamente do ciclo biogeoquimico do C, N e S,
decompondo biopolimeros, secretando EPS e etc. (XU et al., 2023). Portanto, por possuir
carater acido, o biochar utilizado ndo apresentou efeito deletério a esse filo.

A presenca predominante do filo das actinobactérias € comum em solos neutros a
alcalinos e/ou ricos em materia organica, e em geral seu género mais abundante no solo
é o Streptomyces, que em nosso estudo, foi o segundo mais abundante. Esse filo
bacteriano pode ser considerado como um biomarcador para melhoria do status
nutricional do solo e das plantas e indicativo de solos supressivos, especialmente o género

Streptomyces, que é capaz de suprimir fitopatogenos, incluindo fungos, bactérias e
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nematdides, por antibiose ou competicdo (SCHLATTER et al,. 2009; BARKA et al.,
2016; SARATHAMBAL et al., 2022). Os géneros Gaiella e Nocardioides também estdo
relacionados diretamente com a supressividade do solo. Zhao et al. (2019) demonstraram
que esses géneros bacterianos foram eficientes no biocontrole de fitopatdgenos, como
Fusarium oxysporum por meio de mecanismos de inibicéo direta e indireta.

O género mais abundante foi 0 Rubrobacter, que também pertence ao filo das
actinobactérias. Esse género € caracterizado por apresentar espécies termofilicas,
halotolerantes, altamente resistentes a radiagdo gama, o que Ihe confere vantagem seletiva
a sobrevivéncia temporéria e dispersdo em ambientes secos e escassos de nutrientes,
apresentando alta abundancia em solos de ecossistemas aridos (FERREIRA et al., 1999;
JURADO et al., 2012).

Os outros filos mais abundantes, Proteobacteria, Acidobacteria e Chloroflexi
também sdo bioindicadores de solo supressivo. Além de que, as bactérias do filo
Chloroflexi sdo especializadas na exploracdo das formas mais oxidadas de C, e sua
abundancia pode aumentar o sequestro de carbono e contribuir para a ciclagem dos
nutrientes e crescimento das plantas (SARATHAMBAL et al., 2022).

Os tratamentos com inoculacdo sem biochar (FMA, BPCV e CO) aumentaram os
parametros de riqueza e indice de diversidade de Shannon, o que era esperado. Os fungos
micorrizicos arbusculares estabelecem relacdo simbiotica lancando hifas na regido
cortical das raizes, e ali realizam as trocas de nutrientes entre si e as plantas. Além disso,
esses fungos estdo naturalmente associados a diversas bactérias. Dessa forma, os FMA
interagem com uma ampla variedade de micro-organismos endofiticos e rizosféricos, e
essas interacdes sdo fatores primordiais na modulacdo da comunidade microbiana
(SARATHAMBAL et al., 2022).

Entre as bactérias promotoras de crescimento vegetal, destacam-se as do género
Bacillus. Essas bactérias sdo habitantes do solo ou endofiticas, formadoras de esporos,
possuem capacidade saprofitica e boa competitividade, o que lhes permite sobreviver em
condigdes adversas. Os Bacillus sp. também auxiliam no biocontrole de fitopatdégenos e
aumentam a toleréncia a estresses abioticos, por meio da inducao de genes, producdo de
fitohormonio e metabolitos secundarios relacionados ao estresse (HASHEM et al., 2016).

Quando adotada a estratégia da co-inoculacéo, a riqueza e diversidade bacteriana
do solo ndo sofreu efeitos deletérios significativos da aplica¢do do biochar, diferente da
inoculacéo isolada do fungo ou bactéria, revelando uma interagéo sinérgica entre ambos.

A co-inoculacéo protegeu a diversidade alfa do solo, mesmo na presenca de biochar, e
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esse efeito pode ser explicado pelas diversas formas de interagdo benéfica entre esses
organismos.

Uma revisdo relacionada a interacdo entre fungos micorrizicos arbusculares e
Bacillus sp. no solo apontou que, os receptores dos sinais moleculares liberados por
ambos apresentam uma similaridade significativa, e em alguns casos, 0S mesmos
receptores podem captar os sinais emitidos por ambos (NANJUNDAPPA et al., 2019).
Os exopolissacarideos produzidos pelos Bacillus sp. podem contribuir como um fator
preponderante no estabelecimento da simbiose micorrizica (BIANCIOTTO et al., 2001),
bactérias promotoras de crescimento vegetal podem expressar genes relacionados a
exoribonuclease que sdo necessarios para o estabelecimento micorrizico com Gigaspora
margarita (VAN BUUREN et al., 1999). Além disso, foi relatado que as hifas dos FMA
liberam compostos organicos que podem funcionar como fonte de energia para as
rizobactérias (MIRANSARI, 2011).

Vale ainda ressaltar que os procariotos encontrados no solo podem estar
correlacionados positivamente com o crescimento das plantas, as propriedades quimicas
do solo e a atividade das enzimas do solo. Uma revisdo demonstrou que cerca de 52
géneros de actinobactérias estdo relacionados a promocdo de crescimento vegetal, dentre
os quais foram identificados no nosso estudo, além dos supracitados: Bradyrhizobium e
Bacillus (HAMEDI e MOHAMMADIPANAH, 2015).

A revisdo supracitada aponta que espécies de Streptomyces produzem quantidades
significativas de hormonios vegetais, incluindo auxina, giberelina e citocinina, que
aumentam o comprimento e a massa fresca da parte aérea das plantas, respectivamente.
Outros géneros, como Bacillus, estdo envolvidos na solubilizacdo do fésforo associado
aos minerais ou a mineralizacdo do fésforo organico, pelo mecanismo de aciddlise,
aumentando a disponibilidade de fosforo no solo e sua absorcao pelas plantas, além de
contribuir na tolerancia a seca, pela producdo dos EPS, e na producédo de fitohorménios
(HAMEDI e MOHAMMADIPANAH, 2015; SAEID, PROCHOWNIK e
DOBROWOLSKA-IWANEK, 2018).

O género Bradyrhizobium esta associado com a fixagdo do nitrogénio
atmosférico, contribuindo para o crescimento das plantas por meio do suprimento da
demanda de N2 (FAVERO et al., 2022). E a presenga do género Rubrobacter é uma forte
aliada na protecdo das plantas em periodos de escassez hidrica, devido a sua tolerancia a
dessecagdo (AJILOGBA, OLANREWAJU e BABALOLA, 2022).
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7 CONCLUSOES

A adicdo do biochar hidrotérmico de bagaco de caju no solo degradado contribuiu
para o crescimento das plantas de sabid, sobretudo nos pardmetros de altura e massa da
matéria seca da parte aérea, assim como no aumento da massa da matéria seca das raizes
do milho. Quanto aos parametros da quimica do solo, o biochar reduziu o pH e auxiliou
no aumento do teor de C, N, K e, Ca?"e Mg?* apenas no solo cultivado com milho. A
atividade das enzimas B-glicosidase e fosfatase 4cida também foi melhorada em todos os
tratamentos com biochar, no solo cultivado com sabia. A urease expressou maior
atividade apenas no tratamento de co-inoculagdo no solo cultivado com milho. A
abundancia relativa de filos e géneros dos procariotos do solo revelaram a presenca de
grupos bacterianos relacionados a ecossistemas aridos, a promocdo de crescimento
vegetal e a supressividade do solo, embora nenhuma diferenca significativa foi percebida
em resposta a aplicacdo de biochar. A diversidade alfa dos procariotos do solo, expressa
por meio da riqueza de ASV’s e pelo indice de diversidade de Shannon, foi reduzida pela
aplicacdo do biochar, e a estratégia da co-inoculagdo foi a que melhor aliviou os efeitos
deletérios do biochar.
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APENDICE A - FOTOS DA CONDUGCAO DOS EXPERIMENTOS

1) Plantas de sabia

Tratamentos: Controle sem biochar (B-) / FMA sem biochar (B- FMA)
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Tratamentos: FMA sem biochar (B- FMA) / FMA com biochar (B+ FMA)
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Tratamentos: Co-inoculagdo sem biochar (B-CO) / Co-inocula¢do com biochar (B+CO)
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2) Plantas de milho

Tratamentos: Controle sem biochar (B-) / FMA sem biochar (B- FMA)
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Tratamentos: Controle sem biochar (B-) / Co-inoculagdo sem biochar (B- CO)

Tratamentos: FMA com biochar (B+ FMA) / FMA sem biochar (B- FMA)
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Tratamentos: BPCV sem biochar (B- BPCV) / BPCV com biochar (B+ BPCV)

Tratamentos: Co-inoculacdo sem biochar (B-CO) / Co-inocula¢do com biochar (B+CO)



