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RESUMO GERAL

SANTOS, J. L. S. Biocarvao como condicionador da fertilidade e da microbiota de
solo de cerrado cultivado com soja. 2013. 102 f. Tese (Doutorado em Agronomla Solo e
Agua) - Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2013.*

Biocarvdo é a nova palavra para descrever o material de granulacéo fina, rico
em carbono organico e altamente poroso, produzido de material biolégico (biomassa) por
processo de pirdlise. De acordo com sua formagdo, o biocarvdo reage com outros
componentes do solo, contribuindo para um melhor condicionamento das propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo. Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
aplicacdo do biocarvdo em diferentes doses (0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™) num Latossolo
Vermelho Amarelo distréfico, textura Franco Argilo Arenosa, cultivado com soja (Glycine
max (L.) Merril), localizado no Bioma Cerrado. O experimento foi instalado em 2006 no
municipio de Nova Xavantina, MT e os anos avaliados foram de 2007 a 2012. O
Experimento foi implantado em 2006, incorporando-se biocarvao na profundidade de 0,15
cm. Utilizou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso com quatro doses de
biocarvao nas doses 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ e a testemunha. As amostragens de solo foram
feitas em fevereiro dos anos de 2006 a 2012, na profundidade de 0-10 cm. Foram
avaliados: a fertilidade do solo; a biomassa microbiana do solo; a produtividade da soja em
kg ha™; e a diversidade da comunidade de archaea, bactéria e fungo nas diferentes doses e
no biocarvao antes e apos ser utilizado no solo. A composi¢do elementar do biocarvao
influenciou, apds aplicacdo, na neutralizacdo e na manutencdo da fertilidade do solo. No
entanto, com o tempo, altos teores de Al disponivel, e baixo pH no solo, reduzem os efeitos
das diferentes doses sobre a produtividade da soja. A biomassa microbiana do solo
apresentou resultados quando os niveis de material organico foram significativos para as
diferentes doses de biocarvéo. A diversidade de comunidades microbianas no solo foi
influenciada pelas diferentes doses de biocarvdo no solo. O biocarvdo ap6s condicionar o
solo por algum tempo, apresentou diversidade microbiana semelhante ao solo. Estudos
devem levar em consideracdo o efeito de doses menores de biocarvdo sobre as
propriedades do solo.

Palavras-chave: diversidade microbiana, solo rizosférico, matéria orgéanica do solo.

! Orientadora: Dr®. Beata Emdke Madari. Embrapa — CNPAF.
Coorientadora: Prof®. Dr®. Siu Mui Tsai. CENA — USP.



GENERAL ABSTRACT

SANTOS, J. L. S. Biochar as soil conditioner of soil fertility and microbiota cultivated
with soybean in Brazilian savanna. 2013. 102 f. Thesis (Doutorate in Agronomy: Soil
and Water) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2013.*

Biochar is a new word to describe fine-grained, highly porous charcoal made
from biological material (biomass), high in organic carbon. According to its formation,
biochar has reactions with other components of the soil, contributing for the better
conditioners physical, chemical and biological soil properties. The aim of this work was to
evaluate of different rates of biochar (0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™) in the long term experiment
with soybean (Glycine Max (L) Merril) in Haplustox soil, Savanna Biome. Experimental
design was field experiment with randomized blocks, 4 repetitions (blocks) and 5
treatments (charcoal doses: 0, 2, 4, 8 and 16 Mg ha™), plot design 10 x 4 m. In 2008,
charcoal was ground and incorporated in soil at 0-15 cm, when the experiment was
installed. Soil samples were collected during February of 2007 to 2012, at the soybean
flowering. Soil fertility, soil microbial biomass and soybean productivity (kg ha™) were
estimated. Diversity of archaeal, bacterial and fungal community were estimated in
different rates of biochar, and in biochar before and after amended in soil. Elemental
composition of biochar had liming effect on soil fertility; high content of aluminum and
pH, did not effect soybean productivity. Soil microbial biomass showed results due to
organic matter content in the last year of experimental. Different rates of biocarvao
influenced soil microbial diversity. Biocarvao, after conditioning the soil showed microbial
diversity similar to soil. Little biochar rates should be tested in soil.

Key words: microbial diversity, rizhospheric soil, soil organic matter.

'Adviser: Dr?. Beata Emoke Madari. Embrapa — CNPAF.
Co-adviser: Prof®. Dr?. Siu Mui Tsai. CENA — USP.



1 INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, depois da Amazénia, e é
também a formacao vegetal mais rica do mundo em biodiversidade. O Cerrado possui um
terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e da fauna mundiais (Faleiro et al., 2008). A
transformacdo de ambientes naturais, como o Cerrado, em sistemas agricolas tem
provocado a degradagdo de extensas areas, em consequéncia de sua exploragdo inadequada
(Fonseca et al., 2007). Novos sistemas e novas tecnologias de produgdo, que sejam
adequadas para as diferentes condigdes ambientais, aliando a producdo de alimentos com a
preservacao da biodiversidade do solo e da dgua e ainda contribuindo para o sequestro do
excesso de carbono na atmosfera, podem contribuir para a reducdo das perdas de matéria
orgénica do solo. Uma proposta é o sequestro de carbono no solo com a utilizacdo de
biocarvdo (biomassa carbonizada), que pode ser produto ou subproduto de diferentes
processos de pirdlise (Maia et al., 2011).

O biocarvao é um produto rico em carbono, obtido de diferentes tipos de
residuos de biomassa, quando é aquecido em ambiente com baixa concentragdo ou
auséncia de oxigénio e presenca de calor (Lehmann & Joseph, 2009; Sohi et al., 2010b).
Compreende a biomassa derivada do carvao destinada especificamente para aplicacdo ao
solo, isto é, de acordo com a sua finalidade. O biocarvdo compreende, essencialmente,
formas estaveis aromaticas de carbono orgéanico, e, em compara¢do com o carbono de uma
matéria-prima de pirolise, ndo pode ser prontamente devolvido & atmosfera como COs,
mesmo sob condi¢des ambientais e bioldgicas favoraveis, tais como aqueles que podem
prevalecer no solo (Sohi et al., 2010b).

O uso do biocarvdo como um aditivo do solo tem sido proposto como um meio
para atenuar as alteracGes climéaticas antropogénicas e simultaneamente, melhorar a
fertilidade do solo agricola (Woolf, 2008). No entanto, a quantidade de biocarvao que pode
ser adicionado ao solo, antes que ele deixe de funcionar como um condicionador benéfico
e passe a apresentar efeito negativo, é o fator limitante na utilizagdo de biocarvdo como um
aditivo no solo. Contudo, evidéncias benéficas tém sido verificadas em solos de Terra
Preta de Indio que possuem altas concentracdes de biocarvio (Glaser, 2007).
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O carvao pode apresentar diferente composicdo quimica dependendo da
temperatura, tempo de carbonizacdo (Trompowsky et al., 2005) e do tipo material
utilizado. Diversos residuos de biomassas vegetais podem ser utilizados e transformados
em biocarvdo, como por exemplo, palhas de milho, lascas de madeira de pinho, cascas de
amendoim, pellets de madeira, residuos de fino de carvdo (Spokas & Reicosky, 2009),
entre outros. As respostas iniciais das plantas ao biocarvdo variam de acordo com os
componentes (principalmente nutrientes do biocarvdo), com o tipo de solo e estado
nutricional da espécie de planta utilizada, assim como do tipo de residuo utilizado para a
producdo do biocarvao (Van Zwieten et al., 2010). Muitos estudos avaliam o efeito de
curto prazo do biocarvédo no solo (Graber et al., 2010; Anderson et al., 2011; Kolton et al.,
2011). Nesses estudos é possivel verificar o potencial de uso de biocarvdo no solo. No
entanto, os estudos em experimentos de campo demostram melhor os efeitos do biocarvao
sobre as propriedades do solo (Major et al., 2010; Jones et al., 2012; Quilliam et al., 2012a;
Chen et al., 2013).

As relacdes entre as propriedades quimicas e fisicas do biocarvao e seus efeitos
sobre a biota no solo e o concomitante efeito potencial sobre 0s processos biolégicos ainda
estdo pouco entendidos (Lehmann et al., 2011). Apds a pirdlise, o biocarvao pode possuir
potencial de poder de neutralizagdo da acidez do solo, por apresentar altos teores de
carbonato de célcio e de magnésio (Van Zwieten et al., 2010), além de outros nutrientes
essenciais as plantas, como o K e P, e micronutrientes como o Mn, Fe, Cu, Zn, Mo (Novak
et al., 2009; Graber et al., 2010). O aumento nas adi¢Ges de carbono organico melhora a
retencdo de nutrientes que se tornam acessiveis aos microrganismos na superficie da
particula (Lehmann et al., 2011).

Quando adicionado ao solo, a estrutura porosa do biocarvdo pode oferecer
micrositios favoraveis ao abrigo de microrganismos, contra predadores da fauna do solo
(Pietikainen et al., 2000). No entanto, o conhecimento sobre a microbiologia do biocarvéo
no solo ainda é pouco conhecida (Navarrete et al., 2010). Andlises de solo com biocarvao
verificaram que as mudangas na atividade microbiana do solo foram indiretas, e sugere que
0 biocarvao estimula o crescimento das plantas por meio da indugéo de efeitos na rizosfera,
com efeitos diretos e indiretos na qualidade e quantidade de exsudatos radiculares (Graber
et al., 2010; Jones et al., 2012). Os exsudatos de raizes de diferentes plantas afetam a
atividade microbiana e, diferentemente, a composicéo de bactérias no solo. (Anderson et
al., 2011).
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Conhecimentos sobre as relagcdes de diversidade microbiana nos solos com
biocarvdo também foram pouco abordados (Navarrete et al., 2010). Estudos recentes tém
utilizado ambas as técnicas tradicionais de isolamento de microrganismos do solo, como
também técnicas moleculares independentes de cultivo, que possibilitam o melhor aceso a
diversidade microbiana no solo (Kolton et al., 2011). Alguns experimentos de campo ja
indicaram a predominadncia do crescimento bacteriano sobre o crescimento de fungo no
solo avaliado (Chen et al., 2013). Jones et al. (2012) avaliando biocarvao, verificaram que
o raio de crescimento de fungo para bactéria foi de 30 %. Maiores conhecimentos sobre a
relacdo desses microrganismos no solo podem ajudar a indicar o melhor manejo de uso do
biocarvéo no solo.

Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagéo do
biocarvdo em diferentes doses (0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™) num Latossolo Vermelho Amarelo

cultivado com de soja (Glycine max (L.) Merril), localizado no Bioma Cerrado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DIVERSIDADE MICROBIANA NO SOLO

Os diferentes tipos de manejo e uso do solo influenciam nas propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo. Por décadas, a pesquisa cientifica na area de solos se
concentrou mais nas propriedades fisicas e quimicas, e menos atencdo se deu as
propriedades bioldgicas do solo que sdo afetadas pelos diferentes manejos e uso que se
utilizam na agricultura (Grossman et al., 2010).

Os microrganismos possuem um papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos
do meio ambiente. Sdo responsaveis pelo ciclo dos compostos organicos e influenciam o
ecossistema do solo, como a nutricdo, a saude das plantas e, também, a estrutura e a
fertilidade do solo. S@o agentes de transformacdo da matéria orgénica do solo, de
nutrientes e a chave para os diferentes processos que ocorrem no solo. Suas atividades sdo
muito influenciadas pelas interag¢fes ecoldgicas e fisico-quimicas no solo (Powlson et al.,
2001).

A comunidade microbiana dos solos é constituida por representantes dos trés
dominios: Bacteria, Archaea e Eucarya, sendo que os procariotos (dominios Bacteria e
Archaea) representam a maior parte dessa biota (Pace, 1999). Bactérias sdo 0s
microrganismos com maior diversidade sobre a Terra, possuindo uma grande importancia
sobre 0s processos biogeoquimicos do solo. Archaea foram primeiramente consideradas
como microrganismos de ambientes extremos. No entanto, elas tém sido encontradas em
numerosos habitats, como por exemplo, solos agricolas. Os fungos possuem um papel
importante nos processos de decomposicdo no ambiente, principalmente no solo (Coleman
& Whitman, 2005). Em virtude da sua longa historia evolutiva e da necessidade de
adaptacdo aos mais distintos ambientes, 0s microrganismos acumularam uma
impressionante diversidade genética, que excede, em muito, a diversidade dos organismos
superiores (Hunter-Cevera, 1998). Portanto, compreender como a comunidade microbiana
é estruturada em determinado ambiente é a chave para a melhor gestdo deste recurso
(Taketani & Tsai, 2010).
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De acordo com Ranjard et al. (2003), os poucos conhecimentos sobre a
diversidade microbiana em amostras ambientais deve-se, principalmente, a utilizacdo de
métodos tradicionais para o isolamento e cultivo de microrganismos em laboratorio.
Amann et al. (1995) sugerem que apenas uma pequena fracdo dos organismos na natureza,
ao redor de 0,1 % ou no maximo 10% do total da populacdo, é cultivavel atraves do uso de
técnicas microbioldgicas tradicionais, deixando uma vasta porcao dessa biota desconhecida
e ndo estudada.

A diversidade estrutural de microrganismos pode ser estudada por métodos que
se baseiam na investigagdo de partes de sequéncias do DNA, notadamente o gene 16S
rRNA, em Bacteria e Archaea, e 18S rRNA, para Fungi. As regides 16S rRNA, 18S rRNA
ou ITS s@o regides alvo de primers, para estudo de diversidade porque esses
genes/fragmentos estdo presentes em todos 0s microrganismos e séo regides bem definidas
para classificagdes taxiondmicas, por ndo estarem sujeitas a transferéncia horizontal (Kirk
et al., 2004).

Diversas técnicas podem ser empregadas para avaliar a diversidade de
microrganismos no solo, que se diferenciam pela capacidade de resolugéo em identificagdo
de membros da comunidade, podendo ser utilizadas isoladamente ou em conjunto (Tiedje
et al., 1999). Técnicas de fingerprinting (“impressdo digital”) sdo aquelas que fornecem
um perfil ou assinatura caracteristica dos microrganismos ou comunidade de interesse,
fazendo alusdo a ideia de assinatura caracteristica e especifica de um micro-organismo,
seja no nivel de estirpe, espécie ou categoria taxonbmica superior. Elas permitem um
acesso rapido a estrutura e composicdo de comunidades de microrganismos, de modo que
varias amostras podem ser avaliadas e comparadas rapidamente (Moreira et al., 2008).
Técnicas de fingerprinting sdo: a andlise do poliformismo de fragmentos de restricdes
terminais (T-RFLP), eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo (DGGE), analise
do espacgador intergénico do RNA ribossomal (ARISA) (Okubo & Sugiyama, 2009). Os
resultados com essas técnicas podem ser melhor analisadas, quando associadas a analise de
biblioteca gendmica ou pirosequenciamento (Metzker, 2005).

As técnicas de fingerprinting também podem ser associadas a técnica de PCR
quantitativo (QPCR), ou PCR em tempo real, que permite a quantificacdo de sequencias
especificas de acidos nucleicos em amostras ambientais. Na analise de qPCR, a quantidade
de produto de amplificacdo € monitorada durante os ciclos da PCR com a utilizacdo de
reagentes fluorescentes que se ligam ao produto de amplificacdo, sem danificé-lo, ao final
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de cada ciclo (Moreira et al., 2008). E uma recente ferramenta molecular para quantificar
microrganismos em amostras ambientais diretamente do DNA extraido da amostra, e se
caracteriza por ser um método altamente sensivel, potente e preciso (Smith & Osborn,
2009). A adogéo de ensaios de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) para quantificar a
biomassa de microrganismos tem se mostrado um promissor método para quantificar a
populagdo microbiana no solo (He et al., 2007; Chen et al., 2013).

A medida da biomassa microbiana do solo também é uma forma de quantificar
a populacdo microbiana do solo. A medida da biomassa microbiana (BMS) do solo ndo é
uma estimativa da atividade dos microrganismos, mas da massa microbiana viva total, com
base na concentracdo de algum elemento ou de alguma substancia celular. As atividades de
algumas enzimas podem ser relacionadas com a BMS e s&o auxiliares na interpretacdo da
condicdo funcional da biomassa microbiana do solo total ou de algum compartimento. Em
termos de atividade da microbiota do solo, varios parametros podem ser usados, como a
respiracdo basal, atividade de microrganismos celuloliticos, atividades de enzimas como a
desidrogenase, urease, fosfatase, etc., (De-Polli & Guerra, 1997). Assim, a biomassa
microbiana do solo é definida, conceitualmente, como a parte viva e funcional da matéria
organica do solo excluindo-se as raizes e animais maiores do que aproximadamente 5x10°
pum (Jenkinson & Ladd, 1981). A BMS engloba principalmente organismos de Archaea,
Bacteria, Fungi e Protoctista, mas também alguns do Reino Animalia, como o0s
nematoides e é geralmente expressa como microrgramas (ug) de carbono por grama de
solo seco, sendo avaliada por diversos métodos. Ha dois métodos principais empregados
para avaliar a biomassa microbiana do solo, que sdo a fumigagéo-incubacéo e a fumigagéo-
extracdo (Moreira & Siqueira, 2006).

As quantidades de nutrientes imobilizadas na biomassa microbiana podem
atingir valores bastante elevados (acima de 100 kg ha™, no caso do N), e esses estdo em
equilibrio dindmico com os nutrientes da solucéo do solo (Anderson & Domsch, 1980). Os
nutrientes retidos na biomassa sdo liberados para a solugdo do solo & medida que os
microrganismos morrem e sdo mineralizados, de modo que a biomassa microbiana atua
como um reservatorio de nutrientes no solo, controlando sua disponibilidade por meio dos
processos de mineralizacdo e imobilizagdo (Vargas & Scholes, 1998).

Assim, para o entendimento das populagdes microbianas do solo, Grossman et
al. (2010) relata que é importante primeiro entender a maneira como as propriedades do

solo, influenciam um tipo de manejo, e influenciam nas popula¢Ges microbianas do solo e
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no controle dos processos biogeoquimicos, para posteriormente obter o maximo proveito

do uso do solo.

2.2 BIOCARVAO COMO CONDICIONADOR DO SOLO

O uso inadequado do solo pela producdo agricola representa um dos
direcionadores do aquecimento global, devido a aumentar o poder da mineralizagédo do
carbono que foi previamente estabilizado na matriz do solo. Dessa forma, hd um aumento
no interesse do estudo do teor do carbono dos solos agricolas, no sentido de diminuir as
emissdes de carbono e criar um equilibrio positivo de carbono nos solos. Uma opc¢éo € o
sequestro de carbono pela adi¢do da biomassa carbonizada (biocarvao) (Lehmann, 2007b).
Com a adigéo de biocarvao no solo tem-se observado aumento no estoque de carbono pela
reducéo de suas emissdes (Steiner et al., 2007).

O biocarvdo é um produto rico em carbono, obtido de diferentes tipos de
residuos de biomassa, quando é aquecido em ambiente com baixo teor ou auséncia de
oxigénio, e em baixas temperaturas (< 700 °C) (Lehmann & Joseph, 2009; Sohi et al.,
2010b). E geralmente considerada como a biomassa derivada do carvdo destina
especificamente para aplicacdo ao solo, isto é, de acordo com a sua finalidade. Como tal,
ele estende-se a materiais relacionados produzidos sob condigdes mais e menos
controladas com a exclusdo parcial ou total de oxigénio, tal como o carvao convencional.
Uma caracteristica de biocarvdo que é comum para o carvdo em geral é que ele
compreende, essencialmente, formas estaveis aromaticos de carbono orgénico, e, em
comparagdo com o carbono de uma matéria-prima de pirélise, ndo pode ser prontamente
devolvido a atmosfera como CO,, mesmo sob as condices ambientais e biologicas
favoraveis, tais como aqueles que podem prevalecer no solo (Sohi et al., 2010b).

Entretanto, a reatividade e hidrofobicidade dos carvdes, bem como sua
estrutura, dependem do material de origem e das condicdes de formagdo, tais como:
temperatura e tempo de queima, umidade do material vegetal, disponibilidade de oxigénio
entre outros. Embora eles possam ser considerados estaveis no sistema solo, se comparados
a outras formas da matéria orgénica, também sofrem biodegradagdo e transformagdo
(Madari et al., 2009).

O biocarvao pode atuar com a reducéo das emissdes de CO, para a atmosfera.
Primeiramente o dioxido de carbono € assimilado pelas plantas através da fotossintese. No
processo de pirdlise produz-se biocarvdo. Aplicando-se o biocarvdo no solo, pode-se
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considerar sequestro de C (sumidouro liquido). Esse processo tem o potencial de ser
carbono negativa, que significa que, para cada unidade de energia produzida, ou
possivelmente menos consumida, gases de efeito estufa seriam removidos da atmosfera
(Lehmann, 2007a).

Durante o processo de carbonizacdo da madeira, por exemplo, o carvdo €
apenas uma fracdo dos produtos que podem ser obtidos. Caso sejam utilizados sistemas
apropriados para a carbonizacdo podem ser aproveitados os condensados pirolenhosos
(alcatrdo vegetal) e os gases ndo condensédveis. A pratica mais completa e eficiente é
quando além do carvao vegetal (residuo) sdo aproveitados 0s condensados e 0s gases nao
condensaveis da madeira, denomina-se “destilacdo seca”, que pode ser implantada a partir
da utilizagdo de fornos especiais com recuperadores de fumaga. Em termos de rendimento,
a carbonizacdo vegetal bem conduzida pode gerar até 40 kg de carvao vegetal a partir de
100 kg de madeira seca; ou seja, um rendimento de 40%. Neste mesmo processo, Sao
gerados cerca de 60 kg de agua incluindo uma umidade inicial de 30% e 13 kg de dleo.
Parte deste Oleo apresenta-se solivel em agua formando o &cido pirolenhoso. Também
podem ser recuperados ou utilizados como fonte de energia no processo 16 kg de gases nao
condensaveis (CH, CO, CO e H) (Benites et al., 2009).

O carvao pode apresentar diferente composi¢édo dependendo da temperatura de
carbonizagdo (Trompowsky et al., 2005), e do material utilizado. Diversos residuos de
biomassas vegetais podem ser utilizados e transformados em biocarvdo, como por
exemplo, palhas de milho, lascas de madeira de pinho, cascas de amendoim, pellets de
madeira, residuos de fino de carvdo (Spokas & Reicosky, 2009), entre outros. Apo6s
pirolise, o carvdo apresenta uma estrutura porosa, uma vez que a agua e 0S compostos
volateis contidos na madeira foram eliminados, deixando espacos vazios. Cerca de 70 a
80% do volume do carvdo vegetal é formado por poros. Logo, o carvdo apresenta baixa
densidade, variando de 0,3 a 0,4 kg dm™®. Quimicamente, logo apds a sua formacéo, o
carvdo possui uma estrutura policiclica aromatica com alto grau de condensacéo.
(Lehmann, 2007a). Em propor¢des menores, contém também grupos funcionais labeis ou
quimicamente ativos.

Os solos de Terra Preta de indio da Amazoénia s&o um dos solos mais férteis do
mundo, (Glaser et al., 2000) e um dos fatores chaves para a persisténcia do material
orgénico nesses solos sdo fragmentos de carvdo de combustdo incompleta de material

organico, que possuem estrutura aromatica policiclica que permite sua persisténcia no
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ambiente por varios anos (Glaser et al., 2001). Grossman et al. (2010) propuseram que a
recalcitrancia do biocarvdo no solo de Terra Preta de indio sugere que o biocarvio ndo é
utilizado como uma fonte de nutrientes para 0os microrganismos, o que diminui a pressao
seletiva dentro das particulas de biocarvao.

A matéria organica dos solos antrépicos da Amazdnia tem um papel chave
devido as suas propriedades e func¢Bes sobre diversos processos que compdem o sistema
solo-planta. Por possuir matéria organica mais estavel do que a matéria organica de solos
ndo antropicos, nas Terras Pretas de Indio, predominam os processos que favorecem o
acumulo de carbono. Entretanto, € ainda desconhecido o efeito direto do carvdo e das
fracGes da matéria orgénica que herdaram algumas propriedades do carvdo nos processos
bioldgicos de acumulo de carbono no solo. Sdo também desconhecidos 0os mecanismos de
acao do biocarvéo sobre os processos do solo e sobre o crescimento das plantas (Madari et
al., 2009).

O biocarvdo pode possuir potencial de poder de neutralizacdo do solo, por
apresentar altos teores de carbonato de célcio e de magnésio (Van Zwieten et al., 2010),
além de outros nutrientes essenciais as plantas, como o K e P, e micronutrientes como o
Mn, Fe, Cu, Zn, Mo (Novak et al., 2009; Graber et al., 2010). De acordo com Lehmann
(2007a), a retencdo de cations de biocarvao fresco é relativamente baixo quando
comparado com biocarvdo com algum tempo no solo, e ndo esté claro em que condicdes e
em que periodo de tempo, 0 biocarvao desenvolve suas propriedades adsorventes. Jones et
al. (2012), descreveram que o biocarvédo, inicialmente, quando fresco, possui pouco
potencial bioldgico. No entanto, ap6s ser condicionado ao solo, por algum tempo, esse
potencial bioldgico é adquirido.

Quando adicionado ao solo, a estrutura porosa do biocarvdo pode oferecer
micrositios favoraveis ao abrigo de microrganismos, contra predadores da fauna do solo
(Pietikdinen et al., 2000). Essa estrutura porosa possui alta superficie interna com a
habilidade de adsorver matéria organica soltvel, gases e nutrientes inorganicos, tornando-o
um habitat sustentavel para colonizacdo, crescimento e reproducéo, particularmente para
bactérias, actinomicetos e fungos micorrizicos arbusculares (Thies & Rillig, 2009).

No entanto, o conhecimento sobre a microbiota do biocarvéo no solo é recente
(Navarrete et al., 2010). Taketani et al. (2013) investigaram a comunidade de bactérias em
solo de Terras Preta de indio (TPI), solo adjacente e no biocarvio selecionado do solo. Foi
observado que a estrutura de comunidades de bactérias do biocarvdo foi similar a do solo
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de TPI, no entanto com distintas caracteristicas. Os filos Acidobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia e Actinobactéria foram semelhantes no biocarvdo e no solo de TPI,
embora uma diferenca na composicdo de bactérias fosse esperada. Dessa forma, a
semelhanca entre o biocarvdo e o solo de TPI, de onde foi extraido, ndo mostrou uma
comunidade especifica diferente para o biocarvdo (apenas para o solo adjacente), o que
indicou que forgas de sele¢do dos microrganismos agem de forma semelhante no solo e no
biocarvdo. E provavel que, se 0s microrganismos no biocarvio sdo responsaveis por
caracteristicas que o diferenciam do solo que o deu origem (Terra Preta de Indio), essas
devem ser relacionadas a populacdes raras, cujo papel no solo ainda € pouco conhecido.
Navarrete et al. (2010) também analisaram o solo de TPI e o biocarvao extraido
desse solo, com relacdo a composicdo de comunidades de bactérias. Eles encontraram
composicdo semelhante entre o solo e o biocarvédo, e ainda verificaram clara diferenca,
para os Filos Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes. De acordo com
Chen et al. (2013), mudancas na estrutura da comunidade de microrganismos em solo
condicionado com biocarvdo demostram o potencial do biocarvdo em atuar nos processos
biogeoquimicos. No entanto, nem o0 mecanismo, nem o impacto potencial dessas mudancas

no funcionamento do ecossistema estdo bem compreendidos.
2.3 FERTILIDADE DO SOLO APOS APLICAQAO DE BIOCARVAO

A possivel conexdo entre as propriedades do biocarvao e a biota do solo e suas
implicacbes para as propriedades do solo ainda ndo estdo sistematicamente descritas
(Lehmann et al., 2011). Nas avaliagdes sobre os solos de TPI Taketani et al. (2013)
avaliaram a fertilidade do solo de TPI comparado ao solo adjacente. De acordo com a
caracterizacdo que eles obtiveram, o solo adjacente apresentou alta acidez e altos teores de
Al e Fe, e baixos teores de matéria organica do solo, P, Ca, Mg, Zn e Mn em relacéo ao
solo de TPI.

Semelhantes aos resultados de TPI, quando se aplica o biocarvdo no solo, sdo
observados aumento nos teores de materia organica do solo, na produtividade (Graber et
al., 2010), na retengéo de nutrientes, diminuigdo das emissdes de N,O e CH,, adsorcéo de
metais pesados no solo (Sohi et al., 2010a; Spokas, 2012), e aumento do pH e da
capacidade de retencdo de agua (Anderson et al., 2011). O aumento no pH indica que o
biocarvao possui efeitos agrondmicos na neutralizagdo do solo, em solos &cidos (Chan et
al., 2008; Major et al., 2010).
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De acordo com Van Zwieten et al. (2010) o biocarvao possui potencial de
poder de neutralizacdo da acidez, apds processo de pirélise, por apresentar altos teores de
carbonato de célcio e de magnésio. Eles avaliaram o efeito do biocarvdo de residuo de
fabrica de papel em um solo acido (Latossolo) e em um solo naturalmente alcalino, em
experimento em vasos, com o equivalente a 10 Mg ha™ de biocarvéo, durante trés meses,
cultivando soja e trigo. No solo &cido foi verificado aumento no pH com e sem a aplicacao
de fertilizantes, reduzindo o Al disponivel no solo, assim como elevagdo nos niveis de
capacidade de troca de cétions, o que sugere a interagdo entre as caracteristicas do
biocarvdo. No solo alcalino pela auséncia de Al, também néo se verificou resposta do Ca.

Major et al. (2010) avaliaram o efeito do biocarvao na retencéo de céations de
reacdo basica em solo acido e na produtividade de soja e milho. Utilizando experimento de
campo em Latossolo Vermelho Amarelo de Savanna, nas doses 0, 8 e 20 Mg ha™ de
biocarvdo de madeira comercial. Soja e milho foram cultivados no experimento, em
rotacdo, e analises de solo e produtividades das culturas foram obtidas durante quatro anos.
Aumento na produtividade foi verificado a partir do segundo ano, sendo que a melhor
diferenca entre as doses de biocarvdo e o controle foi verificada no quarto ano. Para as
propriedades do solo, o biocarvdo foi mais significativo para as variaveis Ca e Mg. O
biocarvao ajudou a minimizar as perdas de Ca e Mg aplicadas na zona de enraizamento,
pelo calcério. E as melhorias de produtividade foram atribuidas principalmente ao aumento
do pH e da retencdo de nutrientes no solo.

Petter (2010), avaliou o efeito de biocarvdo de arvores nativas e comerciais em
solos do Bioma Cerrado em Latossolo Vermelho Amarelo argilo-arenoso e Plintossolo
Haplico arenoso, nas doses 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ e 0, 8, 16 e 32 Mg ha™, respectivamente,
por trés anos e um ano. Foram verificados resposta fisioldgica de soja e arroz, observando
aumento nos niveis de P, K, Ca e Mg disponiveis e reducdo do potencial de acidez do solo,
com baixos teores de Al e aumento da eficiéncia de uso de nutrientes do solo.

Jones et al. (2012) verificaram, em experimento de campo em Cambissolo
Arenoso de textura franco argilosa, cultivado com milho por trés anos, a adigédo de
biocarvido derivado de lascas de troncos e ramos de arvores, nas doses 0, 25 e 50 Mg.ha™
de biocarvdo. Apds trés anos na area, a alcalinidade associada ao biocarvéo foi totalmente
neutralizada e o biocarvao perdeu a maior parte de seus cations (K, Na, Ca), construindo

uma comunidade microbiana associada a ele.
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Farrell et al. (2013) avaliaram em experimento de campo o efeito do biocarvao
e do P em campos de trigo. O experimento foi implantado em solo alcalino, com historico
de plantio direto por seis anos. O biocarvéo foi aplicado com as doses 0, 35 e 175 kg.ha™, e
avaliado por dois anos. A menor dose de biocarvdo ndao foi significativa para a
produtividade do trigo. No entanto, fertilizacGes altas de P aumentaram a produtividade do
trigo nas duas doses de biocarvéo avaliadas.

De acordo com Glaser et al. (2001), a maior disponibilidade e retencdo de
nutrientes foi encontrada apds a adicdo de biocarvdo no solo, relacionadas a maior
capacidade de troca catibnica, &rea superficial, e adicdo de nutrientes diretos. Temperaturas

mais elevadas na sua formagdo melhoram as propriedades da superficie do carvéo.

2.4 DIVERSIDADE MICROBIANA NO SOLO COM BIOCARVAO

Por ser sensivel a mudancas ambientais, a abundancia e estrutura da
comunidade microbiana do solo tem sido muito usada como indicador de mudangas no
solo (Sohi et al., 2010a). As mudangas nos atributos do solo com a adigéo do biocarvao
alteram a estrutura e atividade dos microrganismos no solo (Lehmann et al., 2011).

O aumento da comunidade microbiana do solo com biocarvédo pode ser o
resultado da mudanca nas propriedades do solo. Os aumentos nas adi¢cbes de carbono
orgénico melhoram a retencdo de nutrientes que se tornam acessiveis aos microrganismos
na superficie da particula (Lehmann et al., 2011). Kolton et al. (2011), avaliaram o efeito
da aplicagdo do biocarvdo no solo sobre a estrutura e composicdo de comunidades
bacterianas em solo néo rizosférico e rizosférico com plantas de pimentéo de trés meses de
idade, indicando uma maior interagdo microbiana na planta com os microrganismos
associados as raizes. Para isso foram utilizadas analise de fingerprinting de T-RFLP,
DGGE e pirosequenciamento. Essas analises indicam que o aumento do crescimento das
plantas e inducéo a resisténcia sistémica as doencas, pode estar atribuido a proliferacdo de
elicitores microbianos em resultado do estimulo do biocarvdo na comunidade microbiana
da rizosfera.

De acordo com Zhang et al. (2012), ndo é esperado que a fracdo inerte do
carbono do proprio biocarvdo tenha impacto sobre a diversidade das populagdes
microbianas do solo. Graber et al. (2010), sugerem que as mudancas observadas no
crescimento da composicdo microbioldgica foram estimuladas pelos alcatrdes organicos

que sdo residuais do biocarvdo. Muito desses compostos sdo conhecidos por afetar
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negativamente o crescimento microbiano quando presentes em concentracdes elevadas. Em
baixas concentracGes, contudo, é possivel que esses compostos do alcatrdo promovam o
crescimento de populacbes de microrganismos nativos. Os compostos organicos do
biocarvao podem suprimir componentes sensiveis da microbiota do solo, assim resultando
na proliferagdo de comunidades microbianas resistentes.

Durenkamp et al. (2010) avaliaram a eficiéncia do método de fumigacao
extracdo sobre a determinagdo do C e N da biomassa microbiana do solo em trés diferentes
solos (pastagem e solo cultivado do Reino Unido e solo cultivado da China),
condicionados com biocarvéo (biocarvao ou carvéo ativado). O carvéo ativado adicionado
ao solo resultou em significativo decréscimo no C e N da biomassa microbiana nos trés
solos, mas ndo foram observados resultados para o biocarvdo. A conclusédo foi que a
eficiéncia de extracdo do C da biomassa microbiana foi mais afetada em relagéo a extragdo
do N da biomassa microbiana do solo. Além disso, o impacto do biocarvéo na eficiéncia de
extracdo da biomassa microbiana do solo dependeu do tipo de biocarvédo que foi
adicionado ao solo e o tipo de solo. Para isso os autores recomendam que cada tipo de
biocarvao antes de ser utilizado no solo deve ser testado quanto ao impacto na biomassa
microbiana pelo método de fumigagdo-extracéo.

Chen et al. (2013) ao avaliaram o efeito do biocarvdo na atividade de
microrganismos do solo em experimento de campo (0, 20, 40 Mg ha * de biocarvéo)
observaram que a biomassa microbiana do solo ndo diferiu significativamente entre os
tratamentos. No entanto, através da utilizacdo de métodos moleculares como o gPCR,
TRFLP e DGGE foi possivel distinguir a diferenga na comunidade microbiana para
bactéria e fungo no solo. De acordo com Lehmann et al. (2011), a auséncia de efeitos da
biomassa microbiana no solo, quando o biocarvdo é adicionado, seriam devido a alta

sor¢do de celulas lisadas pelo processo de fumigacdo, nas particulas de biocarvao.

2.5 COMUNIDADES DE BACTERIA EM SOLO COM BIOCARVAO

As préticas agricolas modificam as propriedades do solo e consequentemente
modificam a composi¢éo e estrutura da comunidade de bactérias no solo (Anderson et al.,
2011). Tratamentos com retencdo de residuos agricolas possuem alto nimero de bactérias
no solo, quando comparados com tratamentos onde esse residuo é removido. Isso é

facilmente explicado pelo fato da continua entrada de material organico no solo, devido a
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deposicdo de residuos, que servem como fonte de carbono para obtencdo de energia e
sintese celular (Navarro-Noya et al., 2013).

Diferentes tipos de biocarvoes tem sido considerados no estudo da
microbiologia do solo (Spokas & Reicosky, 2009). Muitos dos estudos sdo realizados
dentro de condicGes de laboratdrio ou casa de vegetacdo. De acordo com Khodadad et al.
(2011), as adicGes de biocarvao no solo em longo prazo e em curto prazo tem mostrado
diferencas na comunidade de bactérias. Verificando-se a importancia de se ter estudos em
longo prazo, no sentido de se obter melhores resultados com relagdo ao potencial
agrondémico do biocarvao no solo, muitos estudos ainda verificam o efeito do biocarvdo em
periodos curtos de tempo. De acordo com Hu et al. (2013), o efeito de curto prazo do
biocarvdo no solo ainda ndo esta bem entendido. E bem provavel que substancias presentes
no biocarvao sejam usualmente mineralizadas em um curto periodo de tempo.

Kolton et al. (2011), utilizaram biocarvdo de madeira de citrus, em
experimento em vasos com zero e 3% do volume de biocarvao no solo, e avaliaram o solo
rizosférico e solo ndo rizosférico ap6s trés meses de implantacdo do experimento.
Verificaram o efeito da aplicagdo do biocarvdo na composi¢cdo de comunidades de
bactérias de solo rizosférico e solo ndo rizosférico, focando nas comunidades que foram
associadas as interacBes planta-microrganismo. Pelas andlises moleculares de
fingerprinting, T-RFLP e DGGE, foi possivel verificar efeito na composicdo da
comunidade de bactérias entre o solo rizosférico e o solo ndo rizosférico, com e sem
biocarvao, demonstrando eficiéncia das técnicas utilizadas.

Anderson et al. (2011), avaliaram em experimento de vasos, com solo franco
argiloso, com 10% de biocarvdo de Pinus radiata. As amostras foram avaliadas por 12
semanas, para 0 solo rizosférico e o solo ndo rizosférico utilizando analise de
“fingerprinting” T-RFLP. O estudo foi focado em entender como o biocarvao aplicado ao
solo influenciou na fungdo biogeoquimica da estrutura de comunidade de bactérias. Os
resultados sugeriram que a estrutura e funcdo da comunidade microbiana de bactérias
foram mais estaveis no solo com biocarvao. De acordo com Graber et al. (2010) pesquisas
sd0 necessarias para verificar a atuagdo do biocarvdo nos solos, principalmente, quanto a
influencia de grupos de microrganismos alvos com especiais fungdes no solo.

Jones et al. (2012) avaliaram experimentos de campo com biocarvéo em
Cambissolo de textura argiloso arenosa, por trés anos. Foram utilizados biocarvéo de lascas
de troncos de arvores, com doses 0, 25 e 50 Mg ha™. Foi observado, no segundo ano do seu
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experimento, 0 aumento de crescimento bacteriano e a prevaléncia da comunidade
microbiana bacteriana no solo condicionado com biocarvéo.

Chen et al. (2013), avaliaram a diversidade microbiana em experimento de
campo em solo arenoso com 0, 20 e 40 Mg ha™ de biocarvdo de palha de trigo. As
avaliacGes foram feitas no ano da aplicacédo do biocarvéo e no ano posterior. De acordo
com os resultados, ndo foi possivel verificar efeito das doses sobre a biomassa microbiana
do solo. Entretanto, ao realizarem andlise de fingerprints de TRFLP de 16 S rRNA de
Bacteria, foram verificadas mudangas na abundancia de T-RFs do solo com biocarvao,
quando comparado ao solo controle. As mudancgas verificadas indicaram um estimulo no
crescimento de certas populacdes de bactérias dentro das doses adicionadas (indice de
Shannon de 2,80 para solo controle e 3,03 para solo com 40 Mg ha™ de biocarvio).
Também foi observado que os tratamentos exerceram um significativo aumento na
atividade das enzimas desidrogenase e fosfatase alcalina e diminui¢do da atividade da B-
glicosidase.

De acordo com O’neill et al. (2009), em solos antropogénicos de Terra Preta de
indio do Amazonas, que possuem alto niveis de carbono pirogénico, apresentaram
mudanca na comunidade microbiana do solo de TPI em relac&o ao solo adjacente. Através
do uso de utilizacdo de métodos de cultivo dependente e cultivo independente de
microrganismos (PLFA). C Jesus et al. (2009), quando avaliaram diferentes formas de
manejo do solo em TPl do Amazonas por TRFLP, verificaram que as comunidades de
bactérias diferiu em sua estrutura devido a mudancas em varios atributos do solo, mas,

principalmente, aqueles relacionados & acidez do solo, como pH e APF*

. Essas mudancgas
foram verificadas devido a esses solos serem caracterizados como solos &cidos e a acidez

do solo ser importante fator determinante da comunidade bacteriana no solo.

2.6 COMUNIDADES DE ARCHAEA NO SOLO COM BIOCARVAQO

Archaea foi primeiramente relacionada como microrganismos de ambientes
extremos. No entanto, recentes estudos mostram que estdo presentes em diversas amostras
ambientais (Coleman & Whitman, 2005).

Na maioria dos ambientes, a archaea possui a tendéncia de ter baixa
diversidade em relagdo a diversidade de bactérias no mesmo ambiente. Diferengas em sua
diversidade sugerem possiveis diferencas no papel ecoldgico de archaea e bactéria. No
entanto, h& necessidade de informacBes sobre a relativa abundancia e atividade de
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metabolitos em diferentes ambientes. Archaea pode esta atuando em ambientes de maneira
mais restritiva que as bactérias. Provavelmente archaea vivem em micronichos mais
restritos, enquanto bactérias vivem em micronichos mais abrangentes dentro do mesmo
ambiente (Aller & Kemp, 2008).

Grossman et al. (2010), analisando fingerprints de TRFLP, observaram que a
comunidade microbiana do solo de TPI era diferente do solo adjacente. O solo de TPI
apresentou menor diversidade de archaea quando comparado a diversidade de bactérias.
Taketani & Tsai (2010) avaliando diferentes solos de Terra Preta de Indio do Amazonas,
verificaram diferencas significativas quando compararam a diversidade de archaea com o
solo adjacente (Shannon 1,29 e 2,60 em solo de TPI comparados a 1,32 e 2,64 em solo
adjacente). A andlise de similaridade (ANOSIM) ndo mostrou diferenga entre a estrutura
de comunidades de solo de Terra Preta de indio e solo adjacente. O que explicou a
diferente diversidade entre os dois solos foram os atributos do solo S, Ca, pH, Mg, e
matéria organica do solo.

Feng et al. (2012) ao avaliarem o crescimento de archaea metanogénicas em
solo de plantio inundado com arroz, com 24 Mg ha™ de biocarvdo, em experimentos de
microcosmos. Verificaram aumento no crescimento de archaea, no solo com biocarvao.
Através de analise de fingerprint de 16S rRNA DGGE, foi observado que o biocarvdo

estimulou o crescimento de archaea metagenémicas no solo avaliado.

2.7 COMUNIDADES DE FUNGO EM SOLO COM BIOCARVAO

O biocarvdo adicionado ao solo possui efeito na biomassa de fungos
micorrizicos arbusculares que colonizam as raizes de plantas. De acordo com Warnock et
al. (2007) h& quatro mecanismos que poderiam explicar o efeito do biocarvdo na atividade
de fungos micorrizicos arbusculares: (1) mudangas na quantidade de nutrientes disponiveis
no solo; (2) mudangas na comunidade microbiana do solo como, por exemplo, bactérias
solubilizadoras de fosfato; (3) alteracGes na sinalizacé@o entre a planta e o fungo; e (4) o
biocarvéo ser apto como habitat para a colonizacdo de hifas de fungos.

No entanto, Warnock et al. (2010), ao analisar experimentos de campo e em
casa de vegetacdo, verificaram resultados diferentes. Avaliando apds 30 dias, em casa de
vegetacao, biocarvéo de Pinus contorta misturados ao solo nas proporgoes de 0,5%, 1,0%,
2,0% e 4,0% partes por volume. Em experimento de campo, em Latossolo de Savanna,
avaliaram por um ano biocarvao de Mangifera indica nas doses 0, 11,6; 23,2; e 116,1t C
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ha™. Como o pH o solo aumentou em funcéo do aumento das doses adicionadas ao solo,
era esperado que fungos micorrizicos arbusculares (FMA) também aumentassem o
crescimento. No entanto eles verificaram decréscimo no crescimento de FMA nos solos
condicionados com as maiores doses de biocarvdo. Os autores sugeriram gue esse
decréscimo no crescimento foi devido a compostos fendlicos ou poliaromaticos,
adicionados pelo biocarvao no solo.

Chen et al. (2013), em experimento de campo de longa duragdo em solo
arenoso com 0, 20 e 40 Mg ha™ de biocarvéao de palha de trigo utilizando experimentos de
longa duracéo, avaliaram o nimero de copias por qPCR do gene 16S rRNA e 18S rRNA.
Verificaram que a comunidade de bactérias aumentaram em 28% e 64% nos solos
condicionados com 20 e 40 Mg ha™ de biocarvido, enquanto a comunidade de fungos
diminuiram 35% e 46% com as doses de biocarvao adicionadas no solo. Esses resultados
indicaram a predominancia do crescimento bacteriano sobre o crescimento de fungos no
solo avaliado. Quando avaliaram o perfil de comunidades de fungos por DGGE ndo foram
observadas mudancas entre os tratamentos. Jones et al. (2012), avaliando biocarvao de
diferentes arvores em Cambissolo de textura franco argilo arenosa verificaram que o raio
de crescimento de fungos para bactérias foi de 30 %.

Hu et al. (2013) avaliaram o efeito de curto prazo do biocarvao nas estruturas
de comunidades de bactérias e fungos em um Latossolo Vermelho franco de floresta
subtropical. Foi utilizado biochar de serapilheira, coletado da superficie do solo, e foi
adicionado ao solo 5% (v/v) em seu volume de biocarvdo, com experimento conduzido por
trés meses. Observou-se que o biocarvdo, em curto prazo no solo afetou de maneira
diferente as comunidades de fungos e bactérias. O valor do indice de Shannon-Wiener para
bactéria foi diferente no solo condicionado com biocarvdo em comparacdo ao solo nao
condicionado (2,96 e 3,36 respectivamente). No entanto, ndo se obteve diferengca na
diversidade de fungo entre o solo condicionado e o solo néo condicionado com biocarvao
(2,66 e 2,22 respectivamente). Este fato demonstrou uma maior diversidade de bactérias
em relagdo a diversidade de fungos, quando o biocarvdo € adicionado ao solo. A
diversidade de fungos diminuiu no solo condicionado com biocarvao, e isso provavelmente
indica que bactérias estariam mais adaptadas as mudancas no solo induzidas pelo

biocarvéo, principalmente na utilizagdo de nutrientes minerais adicionados pelo biocarvéo.
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2.9 HIPOTESES FORMULADAS:

e O aumento da produtividade da soja, em funcgéo das diferentes doses de biocarvéo,
pode ser explicado pelos microrganismos do solo e sua interagdo com a fertilidade;

e A diversidade microbiana do solo pode ser modificada pelas diferentes doses de
biocarvao adicionadas ao solo;

e O biocarvao possui potencial de abrigar diversidades diferentes de microrganismos

em relagéo ao solo;



3 FERTILIDADE E MICROBIOTA DEUM LATOSSOLO VERMELHO
AMARELO DO CERRADO TRATADO COM BIOCARVAO E SUA
IMPLICACAO PARA A PRODUTIVIDADE DE SOJA

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a interacdo entre a fertilidade do solo e
0s microrganismos do solo em experimento de longa duracgdo, a partir do terceiro ano de
instalacdo, com diferentes doses de biocarvdo, conduzido com soja (Glycine max (L.)
Merril). Também se avaliou o efeito das diferentes doses de biocarvdo sobre a
produtividade da soja, em funcdo das varidveis de fertilidade, de microrganismos e fisicas
do solo mensuradas nos anos de 2007 a 2012, utilizando anélise de regressdes lineares
maltiplas. O experimento foi instalado em 2006 no municipio de Nova Xavantina, MT. O
Experimento, localizado na regido do bioma Cerrado, em Latossolo Vermelho Amarelo
distrofico, textura Franco Argilo Arenosa foi implantado em 2006, incorporando biocarvao
de &rvores nativas na profundidade de 0 - 15 cm. Utilizou-se o delineamento experimental
em blocos ao acaso com 200 kg.ha™ da férmula 00-18-18 adubacéo de base e quatro doses
de carvdo vegetal nas doses 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™. O solo foi cultivado de soja (Glycine
max (L.) Merril). As amostragens de solo foram feitas em fevereiro dos anos de 2006 a
2012, na profundidade de 0-10 cm, sendo principalmente avaliado nos anos de 2010, 2011
e 2012. Foi avaliada a fertilidade do solo: pH, célcio, magnésio, potassio, acidez potencial,
aluminio, manganés, ferro, zinco e matéria organica do solo. Foram avaliados o carbono e
0 nitrogénio da biomassa microbiana do solo, a respiragdo basal, o quociente metabdlico e
0 quociente microbiano. Também foi avaliada a produtividade da soja em kg ha™. O efeito
da adicdo de biocarvao foi reduzido pela aplicagdo de calcério no solo. Os trés primeiros
anos apods a aplicacdo do biocarvao permitiu produtividades com niveis significativos com
relagcdo ao solo controle, devido principalmente aos nutrientes presentes no biocarvdo. O
efeito do biocarvéo sobre biomassa microbiana do solo ocorreu no quinto ano de condugao
do experimento, principalmente devido ao aumento da matéria orgénica do solo.

Palavras-Chave: biomassa microbiana do solo, respiragdo basal, matéria organica do solo.

FERTILITY AND MICROBIOTA HAPLUSTOX SOIL BIOCHAR AMENDED AND IT
IMPLICATIONS FOR SOYBEAN PRODUCTIVITY

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate soil fertility and soil microbial biomass
interaction in long term experiment in third, fourth and fifth year of experiment
installation, with soybean (Glycine Max (L) Merril). The effect of different rates of biochar
on soybean productivity was evaluated using soil fertility, soil microbial biomass and soil
physical variables measures in 2007 to 2012, using multiple linear regressions.
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repetitions (blocks) and 5 treatments (charcoal doses: 0, 2, 4, 8 and 16 Mg ha™), plot
design 10 x 4 m. In 2006, charcoal was ground and incorporated in soil at 0-15 cm, when
the experiment was installed. Soil samples were collected during February of 2007 to
2012, at the soybean flowering. Soil fertility were estimated: pH, calcium, magnesium,
potassium, potential acidity, aluminum, iron, zinc, manganese and organic matter. Soil
microbial biomass estimated were: basal respiration, biomass carbon and nitrogen,
metabolic quotient end microbial quotient. Soybean productivity (kg ha™) was too
estimated. The lime application in the soil reduced soil biochar effects. Therefore,
aluminum and pH increase in soil amended, and productivity level was significant than soil
control. Carbon microbial biomass was significant only in 2012, due organic matter
increase in zero-tillage system.

Key words: basal respiration, soil organic matter, zero tillage, soil microbial biomass.

3.1 INTRODUCAO

O biocarvao é uma forma de carbono organico de alta estabilidade, produzido
através do processo de pirdlise (Andrade et al., 2002). A palavra biocarvao € utilizada
especificamente para a biomassa carbonizada produzido com o objetivo de aplicar no solo
para o efeito de sequestro de carbono e/ou aumento do potencial produtivo do mesmo
(Maia et al., 2011). Apds aplicacdo no solo, ele interage com outros componentes,
mostrando longa persisténcia no ambiente devido as propriedades diferentes das do
material orgénico que lhe deu origem (Lehmann, 2007a). Esse comportamento faz dele um
bom condicionador de solo, pois ndo é facilmente degradado e ndo pode ser devolvido
prontamente para a atmosfera como CO,, mesmo sob condigdes ambientais e bioldgicas
favoraveis, tais como aquelas que podem prevalecer no solo (Sohi et al., 2010b).

De acordo com Kolton et al. (2011), o biocarvao no solo induz a abundancia de
grupos de bactérias associados a degradagdo de compostos arométicos e que Sd0 0S
responsaveis pelo efeito benéfico do biocarvdo no solo. Dentre outras propriedades no
solo, o biocarvdo também pode atuar na resisténcia de plantas a patogenos (Elad et al.,
2010), na produtividade das culturas, na melhoria da fertilidade do solo (Farrell et al.,
2013), na diminuicdo das emissdes de gases de efeito estufa no solo (Zhang et al., 2010) e
na melhora da biomassa vegetal de culturas (Van Zwieten et al., 2010). C Jesus et al.

(2009) encontraram efeitos para o pH e AP

, quando avaliaram solo de Terra Preta de
indio do Amazonas e indicaram o solo &cido como importante fator determinante da

comunidade bacteriana no solo.
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Até o momento, muitos dos efeitos de curto prazo que o biocarvao apresenta
sobre o crescimento de plantas e o comportamento no solo, revelados em estudos sob
condi¢bes ambientais controladas (laboratério ou casa de vegetacdo), ndo sdo observados
em estudos em condicGes de campo, 0 que enfatiza a necessidade de experimentos de
campo de longa duragéo para auxiliarem a obtencdo de informagdes que ajudem na gestdo
agrondmica que envolva o biocarvao no solo (Jones et al., 2012). Pouco é conhecido sobre
as condicGes de campo em que o0 biocarvdo pode ser efetivamente adicionado ao solo,
doses a serem utilizadas e, principalmente, quando se relaciona os solos em condicGes de
plantio direto ou plantio convencional, e seu efeito nas diferentes culturas, principalmente
nos solos do Cerrado brasileiro. Confirmando essa diferenca entre o efeito em curto prazo
de aplicacdo e o efeito em longo prazo, Castaldi et al. (2011) observaram o efeito do
biocarvao na atividade de microrganismos aos 3 meses e apds 14 meses da sua aplicacao
resultando que aos trés meses 0 aumento na respiragdo basal foi devido ao aumento
transitorio do pH no solo, ndo sendo verificado esse efeito aos 14 meses.

Para Jones et al. (2012), o biocarvao fresco quando é aplicado no solo possui
pouco potencial biolégico e que apds algum tempo no solo, esse potencial bioldgico é
acrescentado pelos microrganismos existentes no solo. Mas além do potencial biolégico no
solo o biocarvdo também possui potencial como fertilizante. De acordo com Lehmann
(2007a), a retencdo de cations de biocarvao fresco é relativamente baixo quando
comparado com biocarvdo com algum tempo no solo e ndo esta claro em que condicGes e
em que periodo de tempo o biocarvdo desenvolve suas propriedades adsorventes. Dessa
forma, € importante considerar a composicdo elementar do biocarvdo antes de esse ser
aplicado no solo. Logo depois de sua formacdo, o biocarvdo pode possuir poder de
calagem, por apresentar altos teores de carbonato de calcio e de magnésio (Van Zwieten et
al., 2010), aléem de outros nutrientes essenciais as plantas, como o K e P, além de
micronutrientes como o Mn, Fe, Cu, Zn e Mo (Novak et al., 2009; Graber et al., 2010).

As respostas iniciais das plantas ao biocarvdo variam de acordo com o0s
componentes (principalmente nutrientes) do biocarvao, com o tipo de solo e com a espécie
da planta utilizada, assim como com o tipo de residuo utilizado para a produgdo do
biocarvdo. Van Zwieten et al. (2010), verificaram diferengas no efeito do biocarvdo com
relacdo ao tipo de solo. Os efeitos foram positivos para a corre¢do de Al e acréscimo na
fertilidade em solos acidos. Além disso, sobre os parametros os efeitos sobre os parametros
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microbioldgicos puderam ser verificados em solos acidos e em solos calcarios, dependendo
da planta utilizada.

Nesse contexto, o primeiro objetivo desse estudo foi avaliar, a interacdo entre a
fertilidade e os microrganismos do solo em experimento de longa duragdo, a partir do
terceiro ano de instalacdo, com diferentes doses de biocarvdo (2, 4, 8, 16 Mg ha™ e o
controle), conduzido com soja (Glycine max (L.) Merril. Os dados foram mensurados nos
anos de 2010 a 2012 e a relacdo entre eles analisadas por correlagfes candnicas. O segundo
objetivo foi verificar o efeito dos parametros do solo que foram mensurados nos resultados
de produtividade da soja, obtidos desde o inicio de implantacdo do experimento. Para isso,
avaliou-se o efeito das diferentes doses de biocarvao (2, 4, 8, 16 Mg ha™ e a testemunha)
sobre a produtividade da soja, em funcéo das variaveis de fertilidade, de microrganismos e
fisicas do solo que foram mensuradas, nos anos de 2007 a 2012. Para essas analises foram

feitas regressdes lineares multiplas.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Condigdes Experimentais

O experimento em campo foi instalado em Nova Xavantina, Mato Grosso, no
bioma Cerrado, em setembro de 2006 (14° 35" 36” de latitude e 52° 24" 04" de longitude e
altitude de 310 m). O solo no local é um Latossolo Vermelho Amarelo distrofico (LAd,
Embrapa, 2006), textura Franco Argilo Arenosa. Antes da implantacdo a éarea do
experimento foi utilizada para producdo de soja (Glycine max (L.) Merril) seguindo
sucessdo soja — pousio, adotando préaticas de manejo com minimo revolvimento do solo.
Antes da instalacdo do experimento, o solo apresentava as seguintes caracteristicas: pH
(H,0): 5,6; P: 6,7 mg/dm® (método de Mehlich); K*: 61,5 mg/dm®; Ca**: 1,4 cmol./dm®;
Mg*?% 0,4 cmold/dm®; Al*: 0,13 cmol/dm®; H+Al: 4,98 cmol/dm?®; V%: 27; CTC: 6,93
cmol/dm®; M.O.: 12,6 g/dm®; Fe: 75,0 mg/dm®; Mn: 49 mg/dm®; Zn: 45 mg/dm®; Cu: 1,7
mg/dm®; Argila: 307 g kg™; Silte: 73 g kg™; e Areia: 620 g kg™. Maiores detalhes sobre
esse estudo, no inicio de sua implantacdo podem ser verificados em Petter (2010).
Utilizou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso com quatro repeticdes e
quatro doses de carvdo vegetal como fonte de biocarvdo (2, 4, 8 e 16 Mg ha?) e a
testemunha (0 Mg ha™). Cada parcela foi composta por nove linhas da cultura com 10 m de

comprimento, totalizando 40,50 m?, sendo a area (til para as avaliacdes de 25,20 m*. O
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biocarvéo foi aplicado ao solo uma Unica vez (safra 2006/2007), sendo incorporado a uma
profundidade de 0-15 cm, dois meses antes da semeadura da cultura da soja, utilizando-se
enxada rotativa. Antes da incorporacdo ao solo, o0 mesmo foi moido e passado na peneira
de 2 mm.

Na composicao elementar (quimica) do biocarvao, € possivel verificar que as
maiores propor¢des de macronutrientes sdo do Ca e K e entre 0s micronutrientes, Fe e Mn
(49%), além de N total (0,66%) e C total (49,06%) (Petter, 2010). Assim, conforme a
composicao elementar, apresentou-se os teores de: nitrogénio total (N): 6,6 g kg™; Fésforo
(P,0s 4cido citrico): 0.3 g kg™; Fésforo (P,Os total): 1,0 g kg™; K,0: 3,3 g kg™; Ca0: 5,7 g
kg™; MgO: 1.1 g kg™; Enxofre (S): 0.4 g kg™*; Cobre (Cu): 7,0 mg kg™; Ferro (Fe): 6.150,0
mg kg™; Manganés (Mn): 194 mg kg™; Zinco (Zn): 13,0 mg kg™; Molibdénio (Mo): 2,0
mg kg™; Cobalto (Co): 1,0 mg kg™*; Boro (B): 5,0 mg kg™*; Carbono total (C): 490,6 g kg™;
Umidade: 50 g kg™*; Material mineral total: 280 g kg™; Relacdo C:N: 87 g kg™. Na Tabela
3.1 é possivel verificar a magnitude da composi¢do quimica dos teores de nutrientes no
biocarvdo com base em sua composicéo elementar e em funcéo de cada dose aplicada.
Tabela 3.1. Magnitudes dos teores de nutrientes das diferentes doses de biocarvao quando

adicionados ao solo e os teores desses nutrientes no solo antes da instalagdo do
experimento.

Teores nas doses de biocarvdo (Mg ha™)

Nutrientes Teor no solot
2 4 8 16

cmol, dm™
Ca 1,40 0,03 0,05 0,11 0,22
Mg 0,40 0,01 0,01 0,03 0,06

mg kg™
K 61,50 3,65 7,30 14,60 29,21
P 6,70 0,17 0,35 0,70 1,40
N 8,80 17,60 35,20 70,40
S 0,53 1,07 2,13 4,27
Cu 1,70 0,01 0,02 0,04 0,07
Fe 75,00 8,20 16,40 32,80 65,60
Mn 49,00 0,26 0,52 1,03 2,07
Zn 45,00 0,02 0,03 0,07 0,14
Mo 0,00 0,01 0,01 0,02
Co 0,00 0,00 0,01 0,01
B 0,01 0,01 0,03 0,05

gkg™

C 7,31 0,65 1,31 2,62 5,23

L Teor de nutrientes no solo antes da instalagdo do experimento.
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Antes da implantacdo do experimento, em setembro de 2006, o calcério (2 Mg
ha™) foi aplicado e incorporado na &rea. Posteriormente foi semeado milheto (Pennisetum
glaucum) na &rea experimental, visando a formacdo de palhada. Dois dias antes da
semeadura da soja foi realizada dessecacdo de manejo na area experimental. A semeadura
da soja (cultivar TMG 108 RR®) foi realizada com o minimo revolvimento do solo,
sempre durante os primeiros dez dias do més de dezembro, sendo distribuidas 12 sementes
por metro, observando-se espagcamento de 0,45 m entre linhas e profundidade de
semeadura de 2-3 cm, sendo nessa mesma operacgéo realizada a adubagéo de base de 200
kg ha® da férmula 00-18-18.

Na Figura 3.1, podem-se observar dados meteoroldgicos para precipitacdo e

temperatura nas épocas em que as safras de soja foram conduzidas.
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Figura 3.1. Precipitacdo (mm.més™) e temperatura média do ar (°C) para as épocas de
safra de plantio da soja no experimento instalado com diferentes doses de
biocarvdo (2, 4, 8, 16 Mg ha™ e testemunha) em Nova Xavantina, Mato
Grosso. O plantio sempre foi realizado no inicio de Dezembro e as coletas de
solo no inicio de Fevereiro.

Durante o desenvolvimento da cultura foram realizados tratos fitossanitarios,
com a aplicacdo do herbicida glifosato visando o controle de plantas daninhas, do

inseticida metamidofos para o controle de pragas e duas aplicagdes de fungicidas, sendo a
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primeira de trifloxistrobina + ciproconazol e a segunda com o fungicida tebuconazole
visando o controle de doencas. Em 2009, a area do experimento foi conduzida com
braquiaria (Urochloa brizantha) como planta de cobertura no periodo entre safra. Antes do
plantio da soja em 2010, a braquiéria foi dessecada para formacdo de palhada no solo.

3.2.2 Fertilidade do solo

Em Fevereiro dos anos de 2007, 2009 (Petter, 2009), 2010, 2011 e 2012,
durante a época de florescimento da soja foram coletadas amostras de solo (trés repeticdes
por parcela, para obter uma amostra composta), na profundidade de 0-10 cm para avaliagdo
da fertilidade do solo. Foram avaliados o pH em H,0O; Ca e Mg trocaveis extraidos com
KCl 1 mol L™ K e P extraidos pelo método Mehlich 1 e analisados por fotometria de
chama e colorimetria, respectivamente; H+Al determinada com acetato de célcio a pH 7,0;
Mn, Zn, Fe, por leitura no espectofotometro de absor¢do atdmica (Embrapa, 1997). A
matéria orgénica do solo (MO) foi mensurada usando o método Walkey-Black modificado

(Nelson et al., 1996) sem aquecimento externo.

3.2.3 Biomassa microbiana do solo

Nos anos de 2010, 2011 e 2012, na época do florescimento da soja, foram
obtidas amostras para anélise da biomassa microbiana do solo na profundidade de 0-10 cm
(trés amostras simples para obter uma amostra composta). Apos coletadas, as amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas para a cadmara fria a 4 °C.

Foram determinados o carbono da biomassa microbiana (CBM) pelo método
de fumigacéo-extragéo (Vance et al., 1987); o nitrogénio da biomassa microbiana (NBM)
de acordo com Brookes et al. (1985); respiracao basal (RESP) estimado pelo CO- liberado
e capturado em frascos com KOH (Alef & Nannipieri, 1995); quociente metabdlico (qCO,)
determinado pela razdo entre a taxa de respiracdo basal e o carbono da biomassa
microbiana (Anderson et al., 1993); quociente microbiano (gMic) calculado pela relagao

entre o carbono da biomassa microbiana e o carbono organico total (Sparling, 1992).

3.2.4 Andlises fisicas do solo

Para as analises fisicas foram coletadas amostras de solo com estrutura
indeformada, por meio de um anel de aco de bordas cortantes e volume interno de 50 cm®.

As amostras foram coletadas nos anos de 2009, 2010 e 2012, durante o desenvolvimento



41

da soja. As amostras foram conduzidas ao laboratorio para a determinacéo da densidade do
solo (DS), porosidade total (Ptotal), macroporosidade (Ma), microporosidade (Mi) de
acordo com metodologia descrita em Embrapa (1997). A obtencdo dos valores de
microporosidade do solo foi obtido a partir dos dados da curva de retengdo de 4gua (Reatto
et al., 2008).

3.2.5 Produtividade

A produtividade de grdos foi avaliada no final do ciclo da cultura na area util
da parcela, nos anos 2007, 2009 (Peter, 2010), 2010, 2011 e 2012. Os resultados foram
corrigidos para 14% de umidade de gréo, obtendo-se valores em kg ha™.

3.2.6 Analises Estatistica

3.2.6.1 Andlise de correlagBes canbnicas

A relacdo entre as variaveis microbioldgicas do solo e as variaveis de
fertilidade do solo foi estudada através de analise de correlacdo candnica para os anos de
2010, 2011 e 2012. A andlise de correlacbes canbnicas € um procedimento, que encontra
uma combinacdo linear das variaveis originais de cada conjunto de dados, chamada
variavel canbnica, de forma que a correlacdo entre as duas primeiras varidveis candnicas €
maximizada. A correlacdo entre duas variaveis canfnicas é chamada de primeira
correlacdo canénica. O procedimento continua até encontrar um segundo conjunto de
variaveis candnicas ndo correlacionadas com o primeiro par que produz o segundo
coeficiente de correlagdo mais elevada. O processo de construgdo de varidveis candnicas
continua até o namero de pares de variaveis candnicas se igualarem ao nimero de varidveis
do menor grupo. Cada varidvel candnica é ndo correlacionada com todas as outras
variaveis candnicas de ambos 0s conjuntos, exceto para uma varidvel candnica
correspondente no conjunto oposto (Hair et al., 2007). Analise de redundancia Canonical
também foi usada para examinar como as variaveis originais podem ser previstas a partir
das varidveis canbnicas (Rugmini et al., 2007). A anélise estatistica para correlagBes
candnicas foi realizada no SAS PROC CANCORR do programa estatistico SAS-STAT
(Sas Institute, 2009)



42

3.2.6.2 Regressao linear maltipla

Regressao linear maltipla foi realizada para determinar o efeito das diferentes
doses de biocarvdo (Mg ha™) e os principais componentes mensuréaveis no solo (variaveis
de fertilidade, microbioldgicas e fisicas do solo) sobre a produtividade da soja. E suposto
que cada componente mensuravel do solo sofreu influéncia das diferentes doses de
biocarvao, influenciando o desenvolvimento da planta e por fim, a produtividade da soja.
Dessa forma, por meio de equacdo de regressdo, € possivel verificar o efeito da relacdo do
biocarvao com os diferentes componentes mensuraveis no solo para esse experimento. As
regressdes foram feitas utilizando-se 0 PROC REG do programa estatistico SAS-STAT
(Sas Institute, 2009).

3.2.6.3 Analise de variancia

Utilizou-se o teste de Duncan (p<0,05) para a analise do teste de médias e
analise de variancia pelo teste F. Para essas andlises foram usados o0 PROC GLM do
programa estatistico SAS-STAT (Sas Institute, 2009).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3.1 Andlise de correlacao candnica

O resultado da andlise de correlagbes canbnicas entre as variaveis
microbiolégicas do solo e as variaveis de fertilidade do solo foi significativo para a
primeira correlacdo candnica nos anos (2010, 2011 e 2012) avaliados (Tabela 3.2). A
primeira correlacdo candnica para os anos de 2010 e 2012 foi de 0,99 e para 0 ano de 2011
foi 0,98.

Os indices de redundancia (Tabela 3.3) para as variaveis de fertilidade do solo
foram 0,43 (2010), 0,36 (2011) e 0,36 (2012). Para as variaveis de microbiologia do solo
foram 0,30 (2010), 0,36 (2011) e 0,23 (2012). Portanto em 2010 43,26% da variancia das
variaveis de fertilidade do solo foram explicadas pela primeira variavel candnica de
fertilidade. E 43,17 % da variancia das variaveis de fertilidade do solo foram explicadas
pela primeira varidvel candnica de microbiologia, e assim sucessivamente pode-se

interpretar para as variaveis de 2011 e 2012.
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Tabela 3.2. Anélise de correlagdes canbnicas entre as variaveis microbioldgicas do solo e

as variaveis de fertilidade do solo para os anos de 2010, 2011 e 2012.

Correlagdo candnica Correlagdo candnica Proporgdo  Acumulado ValorF P>F
2010
1 0,999016 0,998034 0,9826 0,9826 2,90 0,0038
2 0,935097 0,874407 0,0135 0,9961 0,80 0,7367
3 0,736686 0,542707 0,0023 0,9984 0,43 0,9765
4 0,644781 0,415743 0,0014 0,9997 0,35 0,9775
5 0,348503 0,121454 0,0003 10000 0,16 0,9875
2011
1 0,985580 0,971367 0,7792 0,7792 1,73  0,0795
2 0,927130 0,859569 0,1406 0,9198 1,04  0,4760
3 0,803718 0,645962 0,0419 0,9617 0,76  0,7507
4 0,745010 0,555041 0,0286 0,9903 0,69  0,7642
5 0,544730 0,296731 0,0097 10000 0,48  0,8238
2012
1 0,997733 0,995472 0,9640 0,9640 2,32 0,0160
2 0,928093 0,861356 0,0272 0,9912 0,78  0,7590
3 0,716492 0,513361 0,0046 0,9958 0,45 09718
4 0,612160 0,374740 0,0026 0,9985 0,41  0,9552
5 0,507709 0,257769 0,0015 10000 0,40 0,8797

Tabela 3.3. Analise de redundancia para as variaveis de fertilidade do solo e variaveis de

microbiologia de solo para a primeira correlagéo canonica.

Variancia padronizada das variaveis de fertilidade do solo explicada

Por suas proprias variaveis canonicas Pela variavel canonica oposta
Proporcéo R? canénico Proporcéo
2010 0,4326 0,9980 0,4317
2011 0,3665 0,9714 0,3560
2012 0,3568 0,9955 0,3552

Variancia padronizada das variaveis de microbiologia do solo explicada

Por suas proprias variaveis canonicas Pela variavel canodnica oposta
Proporcéo R? canénico Proporcéo
2010 0,3064 0,9980 0,3058
2011 0,3634 0,9714 0,3530

2012 0,2276 0,9955 0,2266
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Nas variaveis de microbiologia do solo de 2010, 30,64% da variancia das
variaveis de microbiologia do solo foram explicadas pela primeira variavel canbnica de
microbiologia. E, portanto, 30,58% da variancia das variaveis de microbiologia do solo
foram explicadas pela primeira variavel candnica de fertilidade. Da mesma forma podem-

se interpretar os valores de variancia para os anos de 2011 e 2012.

3.3.1.1 Fertilidade do solo

As cargas cruzadas canénicas, correlacdo das varidveis de microbiologia do
solo e as correlagdes candnicas das variaveis de fertilidade do solo e a correlacdo das
variaveis de fertilidade do solo com as correlagdes canfnicas das variaveis de

microbiologia do solo, para os anos 2010, 2011 e 2012 s&o apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Correlagdo das varidveis de microbiologia do solo e as correlagdes canbnicas
das variaveis de fertilidade do solo, e correlacdo das variaveis de fertilidade do
solo com as correlagfes canbnicas das variaveis de microbiologia do solo, ano
2010, 2011 e 2012,

L - 2010 2011 2012
Variaveis de fertilidade do solo
BMS BMS BMS

pH (pH, H,0) 0,8163 0,7048 0,6636
Ca (Célcio, mmolc/dm3) 0,8835 0,8161 0,6665
Mg (Magnésio, mmolc/dm3) 0,7587 0,5502 0,5536
Al (Aluminio, mmolc/dm?) 06832 = -05569 -0,5921
H+Al (Acidez potencial, mmolc/dm3) -0,3489 -0,1181 0,1146
P (Fésforo, mg dm™3) 00738 01950  -0,2261
K (Potéssio, cmol, dm®) 01453 05650 0,3438
Zn (Zinco, mg dm™) 05717 . 04061  0,6217
Fe (Ferro, mg dm™) 06144 = -05652 = -0,7562
Mn (Manganés, mg dm™) 0,7075 0,6349 0,5286
MO (Matéria organica do solo, g dm®) 09522 09392 09723

Varidveis microbioldgicas do solo FERT FERT FERT
CBM (Carbono da biomassa microbiana, mgc g*solo) -0,1470 = -0,3165 | 0,7767
NBM (Nitrogénio da biomassa microbiana, mgy,g™solo) 0,5767 -0,0223 0,2682
RESP (Respiragéo Basal, mg,CO,,g™solo) 0,3641 0,7513 0,6279
qCO, (Quociente metabélico, C-CO,,g™ Cricrobiano,N™) 0,4028 0,6571 0,2521
gMic (Quociente microbiano, mg cpwm, mg'1c0T) -0,9381 -0,8173 0,0066

BMS (Variaveis de microbiolégicas do solo); FERT (Variaveis de fertilidade do solo); em negrito = maiores correlagdes candnicas
positivas e negativas.

As variaveis de fertilidade de solo que contribuiram para a primeira correlacao

canodnica em todos os anos foram o pH, Ca, Mg, Al, Zn, Fe, Mn e MO. Esses nutrientes
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foram os mesmos presentes em maior quantidade na composicdo elementar do biocarvao
(Tabela 3.1) antes desse ser adicionado ao solo. Quanto maior a dose de biocarvéo
adicionada ao solo, maior o teor de Ca, Mg, Fe, Zn e Mn adicionados. Para o biocarvéo,
similares resultados foram encontrados por Graber et al., (2010) em biocarvdo de citrus
para altos teores de Ca e Fe (1,8 e 1,1%) e menores teores de K, Mg e Mn. Norvak et al.
(2009) analisando biocarvédo de cascas de nozes verificaram altos teores de Ca, Mg, K e
menores para Fe, Zn e Mn.

O pH (0,81; 0,70 e 0,66 respectivamente), o Ca (0,88; 0,81 e 0,66
respectivamente), o Mg (0,75; 0,55 e 0,55 respectivamente), e o Mn (0,70; 0,63; 0,52
respectivamente) contribuiram com valores positivos para a primeira correlagdo canbnica
(Tabela 3.4). No entanto, esses valores decresceram a cada ano de cultivo, o que também
pode ser observado no teste de médias (Figuras 3.2 e 3.3).

Van Zwieten et al. (2010) avaliaram dois biocarvdes obtidos de residuo de
fabrica de papel, em experimento por dois meses em casa de vegetacdo, e ambos possuiam
efeito de calagem de 30% de CaCOs3. Eles relatam que o uso em solo acido aumentou o pH
significativamente (de 4,20 para 4,73) e reduziu o Al trocavel (2 cmol. kg™) para um teor
ndo detectado, elevando o nivel de Ca disponivel no solo (de 1,23 para 8,87 cmol. kg™) em
comparacdo ao solo controle, resultados que ndo ocorreram para 0 solo calcario com os
mesmos biocarvées. No entanto, para o experimento em estudo, a aplicacdo de calcario em
2006 provavelmente reduziu o efeito a ser observado das doses de biocarvao aplicadas no
solo, de forma que ndo foi possivel detectar as diferengas entre os tratamentos pelos testes
de andlises de media (Figuras 3.2 e 3.3), mas foi possivel verificar, principalmente no ano
de primeira safra do experimento (2007), a tendéncia de maiores valores de pH, Ca e Fe,
especialmente com relago & maior dose (16 Mg ha™).

A variavel Al contribuiu com valores negativos para a primeira correlacdo
canonica (-0,68; -0,55 e -0,59, respectivamente). Esses valores negativos podem estar
relacionados com a menor disponibilidade de Al no solo em presenca do Ca e Mg. De
acordo com Inda et al. (2010) o carbono orgénico dissolvido na solu¢do do solo também
influencia na formagéo de complexos Al-organicos. Em 2012, os teores de Al aumentaram
muito no solo (Figura 3.2), e os teores de Ca e Mg diminuiram. De acordo com Vieira et al.
(2008), o baixo teor de bases no solo e a alta saturacdo de Al aumentaram a acidez do solo,
principalmente devido a extracdo na remog¢do durante a safra de grdos, durante os cinco

anos de cultivo do solo sem aplicacéo de calcario.



A) B)

6,00 - - ns ns ns
5,00 -
Q, 4,00
L
T 3,00
o

2,00

Aluminio (mmolc/dm3)

1,00

0,00 -
2007 2009 2010 2011 2012 2007 2009 2010 2011 2012

C) 3500 - D) 12,00 -
30,00

25,00
8,00
20,00
6,00
15,00

4,00

Calcio (mmolc/dm3)

=
o
o
S

Magnésio (mmolc/dm3)

5,00 2,00

0,00 0,00

2007 2009 2010 2011 2012 2007 2009 2010 2011 2012
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E importante observar que no ano de 2010, o plantio direto da soja foi feito
sobre palhada de Urochloa brizantha. Braquiarias sdo caracterizadas por possuirem denso
sistema radicular até 40 cm de profundidade do solo, podendo ter raizes em até um metro
de profundidade (Santos et al., 2007). De acordo com Pacheco et al. (2011), as pastagens
sdo responsaveis por liberarem gradativamente, depois de dessecadas em plantio direto, o0s
nutrientes fixados pelas folhas. Isto pode explicar, parcialmente, o0 aumento do Ca, Mg, P,
K, Fe, Mn e Zn na amostragem de 2010. Muitos desses nutrientes, na implantagédo do
experimento, ao serem adicionados ao solo pelo carvao, foram lavados, através da intensa
precipitacdo, e reagiram ou foram lixiviados do solo.

O Mn teve contribuicdo positiva nas primeiras correlagdes candnicas (0,70;
0,63 e 0,52 respectivamente). Na Figura 3.3 € possivel observar que os teores de Mn
decresceram com 0s anos de cultivo de soja. De acordo com Andrade et al. (2002), a
solubilidade do Mn no solo é influenciada por teores de MO principalmente, pois esta €
uma das principais fontes de Mn no solo. Excessos de Ca, Mg e Fe podem causar
deficiéncia de Mn no solo (Abreu et al., 2007) mas, mais importante ainda é que, valores
de Mn aumentam com a diminuigdo do pH do solo (Zan&o Junior et al., 2007) e como o Al,
também sdo toxicos as plantas (Meurer, 2007). No experimento, o pH do solo com valores
entre 5,0 e 5,5, principalmente a partir do ano de 2009 (Figura 3.2), confirma a maior
disponibilidade do Mn no solo.

Para o Fe, os valores que contribuiram para a correlagdo canbnica foram
negativos (-0,61; -0,56 e -0,75 respectivamente) e seus teores no solo foram menores,
conforme o ano de cultivo (Figura 3.3). De acordo com Castro Filho et al. (2002), em
sistema plantio direto, onde h& adi¢fes constantes de MO no solo durante os anos de
cultivos, os teores de Fe estdo altamente correlacionados com os teores de MO. O efeito da
MO no controle da disponibilidade de Fe no solo ocorre devido esse elemento estar mais
ligado a fracdo orgénica que a oOxidos de Fe, formando complexos Fe-&cidos fulvicos
(Zando Junior et al., 2007). Além da MO, altos teores de Mn também influenciam na
deficiéncia de Fe no solo (Abreu et al., 2007).

A contribuicdo do Zn na primeira variavel canénica para 2010 foi negativa (-
0,57), no entanto, positiva para os anos de 2011 (0,40) e 2012 (0,62). Em 2011 e 2012, os
valores menores de Zn podem estar relacionados a extracdo na remogdo durante a safra de
grdos, durante os trés anos anteriores. Grandes quantidades de Zn também podem se
associar a fragdo orgénica do solo, levando a sua deficiéncia (Abreu et al., 2007).
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A MO foi a varidvel que mais contribuiu para a primeira correlacdo candnica,
apresentando o maior acréscimo no ultimo ano, com 0,95 para 2010, 0,94 para 2011 e 0,97
para 2012. O acréscimo dos valores de MO de acordo com os anos também pode ser
observados na Figura 3.3. A condugdo do experimento em sistema de cultivo minimo
permitiu acréscimos nos teores de MO do solo de um ano para outro, mas nos dois
primeiros anos (2007 e 2009) ndo se observaram diferengas estatisticas entre os valores de
MO. Farell et al. (2013), avaliando experimentos com biocarvao, também ndo observaram
efeito no carbono organico do solo nos dois anos de sua avaliagdo. No entanto, no
experimento em estudo, no ano de 2010 o solo controle se diferenciou das doses 4, 8 e 16
Mg ha™ e em 2012 o solo controle se diferenciou apenas da dose 16 Mg ha™. De acordo
com Inda et al. (2010), sistemas de manejo com baixa remoc¢éo do solo aumentam o teor de
MO, e mudangas nas fracdes da MO s&o mostradas principalmente na camada superficial
do solo, devido a acumulacdo de residuos de planta na superficie (Freixo et al., 2002),

principalmente devido a introducdo da braquiaria.
3.3.1.2 Biomassa microbiana do solo

As variaveis microbioldgicas contribuiram de formas diferentes em cada ano
de cultivo na primeira correlagdo candnica (Tabela 3.2). O gMic é um indicador que
representa a fragdo de C labil do solo e fornece uma medida da qualidade da matéria
organica do solo (Tétola & Chaer, 2002). O gMic diminuiu no solo a cada ano do plantio
de soja, iniciando com valores negativos, (-0,93) em 2010 e (-0,81) 2011, no entanto com
valores positivos (0,006) em 2012, com baixa adicdo na primeira correlagdo candnica
(Tabela 3.2). Em contrapartida, em 2012, o CBM contribuiu positivamente com a primeira
correlagdo canonica (0,77), ao contrario das contribuicdes negativas dos anos de 2010
(-0,14) e 2011 (-0,31). A RESP contribuiu em 2011 (0,75) e 2012 (0,62) com a primeira
correlagdo canonica.

Resultados para o teste de médias da biomassa microbiana do solo no ano de
2012 podem ser verificados na Tabela 3.5. O efeito do biocarvéo nos teores de MO e de
BMS do solo foram significativos em 2012, devido, principalmente, ao aumento da MO,
apos 5 anos de cultivo. Jones et al. (2012), avaliando experimento de campo por trés anos,
observaram diferenca significativa para a RESP apenas no segundo ano de producdo no
solo, concluindo que o biocarvao teve pouco efeito sobre a mineralizagédo da MO do solo.
Quilliam et al. (2012a), ndo observaram mudangas significativas para o crescimento de
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plantas, teor de nutrientes no solo e na dindmica da comunidade microbiana, quando
observou solo com e sem biocarvdo por trés anos. Chen et al. (2013) também néo
verificaram mudancas significativas para a biomassa microbiana do solo em experimento
de longa duracéo de trés anos. No entanto, verificou aumento da comunidade de bactéria e
decréscimo da comunidade de fungos com as doses crescentes de biocarvao utilizadas.
Embora esses autores indicassem que a falta de resultados foi devido a alta sorcdo de
celulas lisadas pelo processo de fumigacdo, nas particulas de biocarvdo, a diferenca que
eles mostraram sobre a diferenca no crescimento de bactérias e fungos nos solos com
biocarvao explicam que os resultados para biomassa microbiana no solo ndo poderia ter

sido diferente.

Tabela 3.5. Efeito do biocarvao para biomassa microbiana do solo, no ano de 2012, apds
seis anos de condugdo de experimento com diferentes doses de biocarvéo
aplicados ao solo.

Variaveis Doses de biocarvio (Mg ha)
0 2 4 8 16

CBM 034 %001 B 039 £002 AB 041 001 AB 048 £002 A 045 %002 A
NBM 0,03 =0,00 A 0,03 +0,00 A 0,04 £0,00 A 0,04 £0,00 A 0,04 +0,00 A
RESP 0,85 =006 A 0,80 0,10 A 1,07 +0,07 A 0,96 +0,09 A 0,86 =009 A
qCO, 245 £0,12 AB 197 0,14 AB 259 0,11 A 2,02 £0,17 AB 186 +0,09 B
gMIC 0,01 +0,00 B 0,01 =0,00 AB 0,02 £0,00 AB 0,02 £0,00 A 0,01 =0,00 AB

MO 2556 +0,33 B 26,07 +134 B 2554 +1,00 B 2763 =151 AB 30,03 +1,19 A

CBM (carbono da biomassa microbiana, mg Cg’solo), NBM (nitrogénio da biomassa microbiana, mg N g”solo), RB (respiracéo basal,
mg CO, g™solo), qCO, (quociente metabolico, C-CO, g Cumicrabiano ), GMicC (quociente microbiano, mg CBM mg*COT), MO (matéria
organica do solo, g kg?). Niimeros seguidos pelas mesmas letras nas linhas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro
padrdo da média (n = 4).

Castaldi et al. (2011), observaram efeitos de biocarvdo para CBM e RESP aos
3 e aos 14 meses apds a incorporacdo de biocarvao ao solo. O RESP foi significativo aos 3
meses de aplicacdo conforme a doses de biocarvio aplicadas (3 e 6 kg m?), mas 0 CBM
ndo variou. Eles explicam que o aumento transitério do pH aos 3 meses provocou efeito
positivo na atividade microbiana dos solos com biocarvéo, refletindo no RESP. Esses
efeitos também foram confirmados por Van Zwieten et al. (2010), quando verificaram a
atividade microbiana no solo, com biocarvéo recém aplicado ao solo com soja. No entanto,
Jones et al. (2012), mostraram, em experimento de campo, que o biocarvao fresco ao ser
aplicado no solo possui pouco potencial biolégico no campo, mas apos trés anos no solo, o

biocarvéo tinha aumentado o potencial de mineralizar glicose.
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3.3.2 Regressdo linear multipla para produtividade

Os resultados do teste de médias para a produtividade da soja em kg ha® nos
anos de conducgdo do experimento podem ser verificados na Tabela 3.6. A produtividade
foi significativamente maior na dose 16 Mg ha™, quando comparada ao controle, nos anos
de 2007, 2009 e 2010. Farrell et al. (2013) verificaram aumento da produtividade no
primeiro ano do experimento (2,58 Mg ha™) quando comparado ao segundo ano (1,98 Mg
ha™), o que relacionou a quantidade de precipitagdo pluviométrica do ano. No experimento
em estudo, a menor produtividade da soja em 2009 comparada com o0s anos de 2007 e
2010 pode esta relacionada com a menor quantidade de precipitagdo no periodo de Janeiro
e Fevereiro (Figura 3.1), quando ha maior demanda de agua pela cultura. No entanto, nos
anos de 2011 e 2012, com a menor disponibilidade de cations basicos no solo e 0 aumento
dos teores de Al disponiveis, assim como diminuicdo do pH, principalmente no ano de
2012, o efeito das doses de biocarvao para a produtividade ndo foi significativo.

Tabela 3.6. Analise da produtividade em kg ha™ de soja (Glycine max L,) em experimento
com diferentes doses de biocarvéo localizado em Nova Xavantina, MT.

Anos Doses de biocarvdo (Mg ha)

2007 3010,25 +30,85 B 3149,00 +36,48 AB 3134,75 £38,65 AB 312925 +2840 AB 326575 %47,09 A
2009 2328,00 3752 B 252250 +49,70 AB 2508,25 £56,56 AB 2502,75 43,10 AB 2639,25 %6131 A
2010 247525 +19,25 C 255050 +68,25 BC 3078,75 +101,97 AB 2956,25 +40,05 B 3306,50 +3546 A
2011 1869,75 +8395 AB 164167 £57,73 B 1904,32 +86,25 A 1913,06 +47,01 AB 174824 58,85 AB
2012 163091 +4937 A 157883 £47,69 A  1902,19 +4353 A 1830,63 +92,79 A 191310 +66,09 A

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas linhas ndo sdo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 4).

As regressoes lineares maltiplas na Tabela 3.7 explicam para o0s anos de 2007,
2009, 2010, 2011 e 2012 a produtividade em funcdo da dose de biocarvao utilizado e a
variavel mensurada do solo. Os R? foram maiores para as mesmas variaveis de fertilidade
que acrescentaram nas correlag0es candnicas de 2010, 2011 e 2012. O pH, Ca, Mg, Al, Fe,
Mn e MO apresentaram R’ significativos (p<0,05) em todos os anos avaliados, com
excecdo do ano de 2011, onde os R? foram significativos apenas para pH, Ca, Mn e MO. O
K apresentou R? (p<0,05) significativo nos primeiros anos de conducdo do experimento.
Em 2010, ano de maior produtividade da soja, todos os parametros avaliados obtiveram R?
significativo (p<0,05).

Os parametros microbiolégicos foram relacionados com a produtividade da
soja, sendo 0s R? 0,54 para CBM, 0,53 para NBM, 0,56 para RESP, 0,56 para qCO; e 0,59
para gMic. Em 2012 o R? foi elevado para CBM (0,29), RESP, (0,41) e qCO, (0,36).
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Tabela 3.7. Regressao linear multipla da produtividade de soja (PROD) em funcéo das doses
de biocarvao (bc) e as variaveis mensuradas no solo, nos anos de 2007, 2009,
2010, 2011 e 2012.

Parametros estimados pintersecdo  p(bc) p (varidvel) R? Pr>F

2007
PROD = 90364 + (6,81 bc) + (37460 x pH) 0,122 0,142 0,001 0,59 0,001
PROD = 281132 + (9,08 bc) + (111,24 x Ca) <0,001 0,034 0,000 0,64 <0,001
PROD = 280358 + (8,69 bc) + (35455 x Mg) <0,001 0,042 0,000 0,65 <0,001
PROD = 314997 + (942 bc) + (-1374,36 x Al) <0,001 0,062 0,007 0,49 0,003
PROD = 3099,04 + (12,22 bc) + (-7,61 x HAI) <0,001 0,057 0,901 0,22 0,125
PROD = 3028,74 + (12,93 bc) + (2,41 x P) <0,001 0,042 0,713 0,22 0,118
PROD = 2824,08 + (14,43 bc) + 1,74 x K) <0,001 0,014 0,066 0,36 0,022
PROD = 307545 + (12,07 bc) + (-0,36 X Zn) <0,001 0,072 0,891 0,22 0,125
PROD = 330355 + (14,68 bc) + (-7,04 x Fe) <0,001 0,006 0,009 0,48 0,004
PROD = 283722 + (12,31 bc) + (4,65 X Mn) <0,001 0,030 0,074 0,35 0,025
PROD = 2166,28 + (14,00 bc) + (55,65 MO) 0,027 0,027 0,331 0,26 0,078
PROD = 2604,02 + (1241 bc) + (350,83 DS) 0,001 0,042 0,460 0,24 0,095

2009
PROD = 60285 + (10,26 bc) + (358,77 x pH) 0,122 0,061 <0,001 0,66 <0,001
PROD = 223515 + (10,44 bc) + (141,16 x Ca) <0,001 0,137 0,013 0,43 0,009
PROD = 2111,72 + (10,19 bc) + (466,30 x Mpg) <0,001 0,112 0,002 0,52 0,002
PROD = 254714 + (13,92 bc) + (-966,62 x Al <0,001 0,040 0,006 0,47 0,004
PROD = 2331,35 + (14,96 bc) + (16,58 x HAI) <0,001 0,081 0,813 0,17 0,205
PROD = 228851 + (16,40 bc) + (9,85 x P) <0,001 0,055 0,387 0,20 0,144
PROD = 1837,76 + (19,27 bc) + (4,65 x K) <0,001 0,011 0,015 0,42 0,010
PROD = 245129 + (14,59 bc) + (-1,57 X Zn) <0,001 0,079 0,678 0,18 0,193
PROD = 302725 + (11,43 bc) + (-19,80 x Fe) <0,001 0,058 0,001 0,58 0,001
PROD = 207255 + (16,16 bc) + (10,70 X Mn) <0,001 0,036 0,057 0,33 0,033
PROD = 1299,11 + (13,72 bc) + (63,80 x MO) <0,001 0,014 <0,001 0,66 <0,001
PROD = 404890 + (15,73 bc) + (-1299,28 x DS) <0,001 0,012 0,001 0,58 0,001
PROD = 141175 + (17,33 bc) + (39,84 X Mi) <0,001 0,007 0,001 0,58 0,001
PROD = 2276,34 + (14,34 bc) + (5,44 X Ma) <0,001 0,084 0,629 0,18 0,187
PROD = 761,73 + (15,73 bc) + (32,87 x Ptotal) 0,077 0,012 0,001 0,58 0,001

2010
PROD = 909,83 (47,12 bc) (302,95 X pH) 0,484 <0,001 0,205 0,57 0,001
PROD = 2275,19 (46,28 bc) (13,93 x Ca) 0,000 <0,001 0,036 0,64 <0,001
PROD = 2356,61 (44,36 bc) (32,63 X Mg) 0,000 0,001 0,192 0,57 0,001
PROD = 2632,05 (49,82 bc) (-37,09 x Al 0,000 <0,001 0,409 0,54 0,001
PROD = 307743 (49,81 bc) (-10,12 x HAI) 0,000 <0,001 0,400 0,54 0,001
PROD = 284991 (46,79 bc) (-23,51 x P) 0,000 0,001 0,318 0,55 0,001
PROD = 2861,50 (49,52 bc) (-3,06 x K) 0,000 <0,001 0,594 0,53 0,002
PROD = 274101 (50,11 bc) (-7,48 X Zn) 0,000 <0,001 0,165 0,58 0,001
PROD = 272647 (48,53 bc) (-4,47 x Fe) 0,000 <0,001 0,551 0,53 0,002
PROD = 2038,43 (49,21 bc) (13,41 X Mn) 0,000 <0,001 0,089 0,60 <0,001
PROD = 2188,50 (44,40 bc) (24,52 X MO) 0,000 0,001 0,124 0,59 0,001
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Parametros estimados pintersecdo  p(bc) p (varidvel) R? Pr>F
PROD = 2920,04 (47,18 x bc) + (-935,57 x CBM) 0,000 0,001 0,511 0,54 0,001
PROD = 2535,69 (50,51 x bc) + (252,70 x NBM) 0,000 <0,001 0,551 0,53 0,002
PROD = 233464 (51,49 x bc) + (365,55 X Resp) 0,000 <0,001 0,247 0,56 0,001
PROD = 2364,05 (49,77 x bc) + (116,16 X qCO,) 0,000 <0,001 0,258 0,56 0,001
PROD = 3011,80 (43,15 x bc) + (-18223,93 x @Mic) 0,000 0,001 0,122 0,59 0,001
2011
PROD = -1695,00 + (-10,60 x bc) + (690,55 X pH) 0,193 0,388 0,011 0,33 0,033
PROD = 1424036 + (-10,54 x bc) + (24,52 x Ca) <0,001 0,392 0,011 0,33 0,035
PROD = 1590,093 + (651 x bc) + (51,90 X Mg) <0,001 0,639 0,164 0,12 0,351
PROD = 2037499 + (356 x bc) + (-80,15 x Al) <0,001 0,788 0,075 0,18 0,187
PROD = 2734368 + (-358 x bc) + (-17,38 x HAI) 0,004 0,800 0,310 0,07 0,560
PROD = 17765513 + (6,31 x bc) + (12,18 x P) <0,001 0,670 0,582 0,02 0,813
PROD = 1331,324 + (-1416 x bc) + (8,93 x K) 0,001 0,338 0,101 0,16 0,239
PROD = 1671,237 + (-1507 x bc) + (103,16 X Zn) <0,001 0,299 0,068 0,19 0,171
PROD = 2695219 + (6,61 x bc) + (-28,53 x Fe) <0,001 0,609 0,040 0,23 0,109
PROD = 1361,983 + (4,96 x bc) + (17,81 X Mn) <0,001 0,682 0,012 0,32 0,038
PROD = 1116,0563 + (-14,42 x bc) + (39,95 x MO) 0,002 0,271 0,017 0,29 0,052
PROD = 2124212 + (244 x bc) + (-683,56 x CBM) <0,001 0,868 0,495 0,03 0,748
PROD = 1998,694 + (4,62 x bc) + (-4643,82 x NBM) <0,001 0,751 0,785 0,01 0,915
PROD = 1691,384 + (459 x bc) + (207,37 X Resp) <0,001 0,742 0,217 0,09 0434
PROD = 1732681 + (-322 x bc) + (52,31 X (COy) <0,001 0,818 0,227 0,09 0,449
PROD = 233144 + (828 x bc) + (-2216641 x @gMIC) <0,001 0,545 0,101 0,16 0,238
2012
PROD = -933,77 + (16,82 bc) + (49040 x pH) 0,219 0,043 0,002 0,52 0,002
PROD = 141355 + (11,15 bc) + (19,22 x Ca) <0,001 0,162 0,001 0,55 0,001
PROD = 134061 + (7,63 bc) + (81,01 x  Mg) <0,001 0,379 0,004 0,49 0,003
PROD = 189511 + (16,97 bc) + (57,17 x Al) <0,001 0,053 0,007 0,46 0,005
PROD = 1860,86 + (20,06 bc) + (-4,12 x HAI) 0,010 0,114 0,761 0,16 0,224
PROD = 1666,70 + (18,01 bc) + (-0,16 x P) <0,001 0,098 0,984 0,16 0,235
PROD = 136596 + (15,78 bc) + (2,92 x K) <0,001 0,138 0,337 0,20 0,146
PROD = 1453,78 + (8,53 bc) + (80,54 X Zn) <0,001 0,409 0,048 0,33 0,032
PROD = 201945 + (18,06 bc) + (-13,40 x Fe) <0,001 0,067 0,075 0,30 0,046
PROD = 1296,12 + (18,03 bc) + (16,86 X Mn) <0,001 0,073 0,121 0,27 0,068
PROD = 1037,23 + (10,78 bc) + (24,82 X MO) 0,007 0,295 0,074 0,30 0,045
PROD = 1177,32 + (9,59 bc) + (1299,24 x CBM) 0,001 0,371 0,092 0,29 0,055
PROD = 1613,63 + (17,43 bc) + (1452,78 x NBM) <0,001 0,113 0,806 0,16 0,228
PROD = 1280,93 + (17,87 bc) + (421,00 x Resp) <0,001 0,051 0,016 0,41 0,012
PROD = 1110,81 + (2547 bc) + (233,08 x qCO,) <0,001 0,015 0,033 0,36 0,023
PROD = 1673,11 + (18,11 bc) + (-690,15 x xqgMIC) <0,001 0,100 0,978 0,16 0,235
PROD = 2668,77 + (23,37 bc) + (722,72 x xDS) 0,006 0,043 0,246 0,22 0,118
PROD = 1255;75 + (16,79 bc) + (12,43 X X Micro) 0,043 0,117 0,484 0,18 0,183
PROD = 1602,65 + (19,31 bc) + (4,26 X X Macro) <0,001 0,088 0,711 0,16 0,219
PROD = 69292 + (2291 bc) + (20,48 X x Ptotal) 0,383 0,043 0,225 0,23 0,110

p é o nivel de significancia.
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Em 2009 os R? (0,58) foram significativos (p<0,001) para a densidade do solo,
microporosidade do solo e porosidade total. Ndo se observaram os mesmos efeitos com
relacdo a essas varidveis em 2012. De acordo com Major et al. (2010), a aplicacdo de
biocarvdo em uma Unica vez, em solo com condicGes de alta acidez, mostrou resultados
significativos na produtividade do milho. A partir do segundo ano de conducéo da cultura,
durante trés anos consecutivos (2004, 2005 e 2006), o biocarvdo forneceu beneficios na
producdo. A maior produtividade foi atribuida a maior absorcdo de Ca e Mg e aumento do

pH do solo (ndo significativo), nos tratamentos com biocarvao.

3.4 CONCLUSOES

- A aplicagdo de calcério no solo reduziu os efeitos a serem observados com a aplicagdo de
diferentes doses de biocarvéo no solo.

- Os trés primeiros anos (2007, 2009 e 2010) apds a aplicacdo do biocarvdo permitiram
produtividades com niveis significativos com relacdo ao tratamento controle.

- O efeito do biocarvédo sobre os microrganismos do solo, demonstrado pelo carbono da
biomassa microbiana, ocorreu no quinto ano de conducgédo do experimento, principalmente
devido ao aumento do teor de matéria organica do solo no sistema plantio utilizado.

- Inicialmente o biocarvdo pode adicionar nutrientes no solo, mas apds cinco anos, a
exportacdo de nutrientes pelas culturas, a diminui¢do do pH e o aumento dos niveis de Al
no solo, nas condi¢des de solo acido do Cerrado, reduz o efeito do biocarvdo no solo,
principalmente sobre a produtividade, mesmo sob a melhoria dos teores de matéria

orgéanica.
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4 COMUNIDADES DE BACTERIA, ARCHAEA E FUNGO EM UM LATOSSOLO
VERMELHO AMARELO DO CERRADO TRATADO COM BIOCARVAO E
CULTIVADO COM SOJA

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi determinar a estrutura de comunidades
microbianas de bactéria, archaea e fungo em solo rizosférico e ndo rizosférico, com
diferentes doses de biocarvdo na regido do Cerrado. Também foram avaliadas a
diversidade microbiana no biocarvdo antes de ser adicionado ao solo e apds ser
condicionado no solo por cinco anos, e as relaces com o solo rizosférico e solo ndo
rizosférico. O experimento de campo, localizado na regido do bioma Cerrado, em
Latossolo Vermelho Amarelo distrofico, textura Franco Argilo Arenosa foi implantado em
2006, incorporando biocarvao de arvores nativas na profundidade de 0-15 cm. Utilizou-se
0 delineamento experimental em blocos ao acaso com quatro doses de carvdo vegetal
sendo 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ e a testemunha. O solo foi cultivado com soja (Glycine max (L.)
Merril). As amostragens de solo foram feitas em fevereiro dos anos de 2010 e 2011,
coletando-se solo rizosférico e ndo rizosférico na profundidade de 0-10 cm. O carvao foi
coletado do solo em 2011. A abundancia e diversidade das estruturas de bactéria, archaea e
fungo, foram caracterizadas usando a analise do poliformismo de fragmentos de restricdes
terminais (T-RFLP), combinada com PCR quantitativo em tempo real (qPCR).
Comunidades de archaea, bactéria e fungo se distinguiram entre o solo rizosférico e o solo
ndo rizosférico. A dose 16 Mg ha™ apresentou menor diversidade quando comparada com
o0 solo controle, se diferenciando entre o solo rizosférico e o solo ndo rizosférico. O
biocarvao separado do solo mostrou comunidades de bactérias e archaea similares ao do
solo rizosférico. A comunidade de fungo do biocarvdo foi similar a do solo. Antes de ser
adicionado ao solo, o biocarvao apresentou potencial de desenvolver archaea, bactéria e
fungo em sua estrutura. No entanto, apos ser adicionado ao solo, por algum periodo, o
biocarvdo adquiriu diversidade de microrganismos similar a do solo onde fora
condicionado. Estudos com doses menores de biocarvéo devem ser estimulados no sentido
de verificar o efeito dessas menores doses no solo.

Palavras-Chave: T-RFLP, gPCR, diversidade microbiana, solo rizosférico, solo néo
rizosférico.

BACTERIA, ARCHAEA AND FUNGUS COMMUNITIES IN HAPLUSTOX SOIL
BIOCHAR AMENDED AND CROPPED WITH SOYBEAN
ABSTRACT

The aim of this work was to determinate Archaeal, Bacterial and Fungal
community in rhizospheric soil and bulk soil, with different rates of biochar, in Brazilian
Savanna Biome. Biochar diversity was evaluated before and after (five year) amendment in
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soil and diversity relationships with rhizospheric and bulk soil. Experimental design was
field (Savanna Biome) experiment with randomized blocks, 4 repetitions (blocks) and 5
treatments (charcoal doses: 0, 2, 4, 8 and 16 Mg ha™), plot design 10 x 4 m. In 2008,
charcoal was ground and incorporated in soil at 0-15 cm, when the experiment was
installed. Soil samples were collected during February of 2010 and 2011, at the soybean
flowering, collecting rhizosphere and non-rhizosphere soils (0-10 cm). Data determinations
were soil microbial diversity (rhizosphere and non-rhizosphere soils) from Bacteria,
Archaea and Fugi community in soil by terminal restriction fragment length
polymorphism (T-RFLP) combined with quantitative real time PCR assay (qPCR).
Bacterial and Archeal diversity in rhizosphere soil were lower than diversity in bulk soil,
mainly in 16 Mg ha™ biochar rate. Biochar after soil amended, showed bacterial and
archaeal community similar to rhizospheric soil. Fungal community was similar of bulk
soil. Before amended in soil, fresh biochar had little potential to development archaeal,
bacterial and fungal in the structure. After burial in the ground in agronomic field, biochar
amended in soil acquired similar microbial diversity of soil. Little biochar rates should be
tested in soil.

Key words: T-RFLP, qPCR, microbial diversity, rizhospheric soil.

4.1 INTRODUCAO

Biocarvao é uma forma de C, produzido pelo aquecimento da biomassa em
condicdes baixas ou ausentes de oxigénio. Quando aplicado ao solo ele pode aumentar a
retencdo de agua e nutrientes no solo assim como ajudar no decréscimo das concentragdes
do CO, atmosférico pelo sequestro do C (Lehmann, 2007a). O biocarvdo embora seja um
material relativamente inerte no solo e de alta estabilidade, dependendo das condi¢cGes da
sua formacdo e das transformagdes por que passa no solo, tem a capacidade de contribuir
para a melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (Madari et al.,
2009). No entanto, o conhecimento sobre a microbiologia do biocarvdo no solo ainda é
escassa (Navarrete et al., 2010).

Os solos de Terra Preta de indio sdo um dos solos mais férteis do mundo
(Glaser et al., 2000), pois contem altas concentra¢fes de nutrientes como nitrogénio,
fosforo, potéssio e calcio, mas também grande quantidade de matéria organica estavel. Um
dos fatores chave para a persisténcia do material organico nesses solos sdo fragmentos de
carvao de combustdo incompleta de material organico, que possuem estrutura aromatica
policiclica que permite sua persisténcia no ambiente por varios anos (Glaser et al., 2001).
A alta fertilidade desses solos também estda associada a alta diversidade de bactéria,
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archaea e fungo, que se mantém nesses solos, mesmo sob cultivo intensivo (Navarrete et
al., 2010).

Taketani et al. (2013) investigaram a comunidade de bactérias em solos de
Terras Preta de indio do Amazonas, solo adjacente e a comunidade de bactérias associada
ao biocarvao extraido do solo, quando considerados dois tipos de solo. Foi observado que a
estrutura de comunidades de bactérias do biocarvao foi similar a do solo de Terra Preta de
indio, com presenca também de distintas caracteristicas. A similar composicdo da
comunidade microbiana observada entre o biocarvéo e o solo de onde foi retirado, indicou
que forcas de selecdo dos microrganismos foram semelhantes nos dois ambientes.
Ocorreram microrganismos no biocarvao responsaveis exclusivamente por caracteristicas
que o diferenciaram do solo que o deu origem (Terra Preta de indio), sendo que essas
caracteristicas devem esta relacionada a populagGes raras, cujo papel no solo ainda é pouco
conhecido.

As relacdes entre as propriedades quimicas e fisicas do biocarvao e seus efeitos
sobre a biota do solo e o concomitante efeito potencial sobre os processos ainda estdo
pouco entendidos (Lehmann et al., 2011). A maioria dos experimentos com biocarvao séo
de curta duragcdo (Graber et al., 2010; Anderson et al., 2011; Kolton et al., 2011). Nos
experimentos de longa duracdo, séo utilizadas doses muito elevadas de biocarvao e muitas
vezes o0 efeito que se nota séo sobre as propriedades de neutralizagdo do biocarvédo no solo
(Major et al., 2010; Quilliam et al., 2012b). Também pouco se conhece sobre o efeito do
biocarvdo no solo rizosférico (Kolton et al., 2011), principalmente, quando se considera
experimentos de longa duracao.

Experimentos que analisaram solos com biocarvdo por trés anos, verificaram
que as mudancas na atividade microbiana do solo foram indiretas e sugere que o0 biocarvao
estimulou o crescimento das plantas por meio da inducdo de efeitos na rizosfera, com
efeitos diretos e indiretos na qualidade e quantidade de exsudatos radiculares (Graber et al.,
2010; Jones et al., 2012). Os exsudatos de raizes de diferentes plantas afetaram a atividade
microbiana e diferentemente a composicdo de bactérias no solo (Anderson et al., 2011).

Conhecimentos sobre as relagdes de diversidade de archaea, bactéria e fungo
nos solos com biocarvdo também sdo escassos. Estudos recentes tém utilizado ambas as
técnicas tradicionais de isolamento de microrganismos do solo, como também técnicas
moleculares independentes de cultivo, que possibilitam o melhor aceso a diversidade
microbiana no solo (Kolton et al., 2011). Técnicas de fingerprinting como o poliformismo
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de fragmentos de restricdes terminais (T-RFLP), permitem um acesso rapido a estrutura e
composicdo de comunidades de microrganismos, de modo que Vvarias amostras podem ser
avaliadas e comparadas rapidamente (Moreira et al., 2008). Assim como a adogdo de
ensaios de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) para quantificar a biomassa de
microrganismos tem mostrado um promissor método para quantificar a populacéo
microbiana no solo (He et al., 2007; Chen et al., 2013). De acordo com (Anderson et al.,
2011), a utilizacdos dessas técnicas ajudam a estreitar o campo de possiveis grupos de
microrganismos alvos em futuras pesquisas sobre o efeito de biochar em comunidades
microbianas do solo.

Dessa forma, este estudo focou no objetivo de determinar a estrutura de
comunidades microbianas de bactéria, archaea e fungo em solo rizosférico e ndo
rizosférico, com diferentes doses de biocarvdo (2, 4, 8 e 16 Mg ha) e testemunha (no
quarto e quinto anos apds a aplicacdo do biocarvdo), em experimento cultivado com soja
(Glycine max (L.) Merril), na regido do Cerrado. Também foram avaliadas a diversidade
das comunidades de bactéria, archaea e fungo no biocarvao antes de ser adicionado ao solo
e apos ser condicionado no solo por cinco anos, assim como suas relagdes com o solo

rizosférico e solo nao rizosférico e com as diferentes doses de biocarvao adicionadas.

4.2 MATERIAL E METODOS:
4.2.1 Condigdes Experimentais

O experimento de campo foi instalado em Nova Xavantina, Mato Grosso, no
bioma Cerrado, em setembro de 2006 (14° 35" 36” de latitude e 52° 24" 04" de longitude e
altitude de 310 m). O solo no local é um Latossolo Vermelho Amarelo distrofico (LAd,
Embrapa, 2006), textura Franco Argilo Arenosa. Antes da implantacdo a éarea do
experimento era utilizada com producdo de soja (Glycine max (L.) Merril) seguindo
sucessdo soja — pousio. Antes da instalacdo do experimento, o solo apresentava as
seguintes caracteristicas: pH (H,0): 5,6; P: 6,7 mg/dm® (método de Mehlich); K*: 61,5
mg/dm®; Ca*? 1,4 cmol/dm® Mg*?: 0,4 cmol/dm?®; AI*3: 0,13 cmold/dm®; H+AI: 4,98
cmol/dm®; V%: 27; CTC: 6,93 cmol/dm*; M.O.: 12,6 g/dm?®; Fe: 75,0 mg/dm®; Mn: 49
mg/dm?®; Zn: 45 mg/dm?®; Cu: 1,7 mg/dm®; Argila: 307 g kg™; Silte: 73 g kg™; e Areia: 620
gkg™*

Maiores detalhes sobre esse estudo, no inicio de sua implantagdo podem ser
verificados em Peter (2010). Utilizou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso
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com quatro repeticOes e quatro doses de carvao vegetal como fonte de biocarvao (2, 4, 8 e
16 Mg ha) e a testemunha (0 Mg ha™). Cada parcela foi composta por nove linhas da
cultura com 10 m de comprimento, totalizando 40,50 m?, sendo a érea Util para as
avaliacdes de 25,20 m?. O biocarvio foi aplicado ao solo uma Gnica vez (safra 2006/2007),
sendo incorporado a uma profundidade de 0-15 cm, dois meses antes da semeadura da
cultura da soja, utilizando-se enxada rotativa. Antes da incorporagéo ao solo, o mesmo foi
moido e passado na peneira de 2 mm.

Na composicao elementar (quimica) do biocarvao, € possivel verificar que as
maiores propor¢des de macronutrientes sdo do Ca e K e entre 0s micronutrientes, Fe e Mn
(49%), além de N total (0,66%) e C total (49,06%) (Petter, 2010). Assim, conforme a
composicao elementar apresentou-se os teores de: nitrogénio total (N): 6,6 g kg™; Fésforo
(P,0s 4cido citrico): 0.3 g kg™; Fésforo (P,Os total): 1,0 g kg™; K,0: 3,3 g kg™; Ca0: 5,7 g
kg™; MgO: 1.1 g kg™; Enxofre (S): 0.4 g kg™*; Cobre (Cu): 7,0 mg kg™; Ferro (Fe): 6.150,0
mg kg™; Manganés (Mn): 194 mg kg™; Zinco (Zn): 13,0 mg kg™; Molibdénio (Mo): 2,0
mg kg™; Cobalto (Co): 1,0 mg kg™*; Boro (B): 5,0 mg kg™*; Carbono total (C): 490,6 g kg™;
Umidade: 50 g kg™*; Material mineral total: 280 g kg™; Relaco C:N: 87 g kg™. Na Tabela
4.1 ¢é possivel verificar a magnitude da composi¢do quimica dos teores de nutrientes no
biocarvdo com base em sua composicéo elementar e em funcéo de cada dose aplicada.
Tabela 4.1. Magnitudes dos teores de nutrientes das diferentes doses de biocarvao quando

adicionados ao solo e os teores desses nutrientes no solo antes da instalagéo
do experimento.

Teores nas doses de biocarvéo (Mg ha™)

Nutrientes Teor no solo* > 2 g 6
cmol, dm?®
Ca 1,40 0,03 0,05 0,11 0,22
Mg 0,40 0,01 0,01 0,03 0,06
mg kg™
K 61,50 3,65 7,30 14,60 29,21
P 6,70 0,17 0,35 0,70 1,40
N 8,80 17,60 35,20 70,40
S 0,53 1,07 2,13 4,27
Cu 1,70 0,01 0,02 0,04 0,07
Fe 75,00 8,20 16,40 32,80 65,60
Mn 49,00 0,26 0,52 1,03 2,07
Zn 45,00 0,02 0,03 0,07 0,14
Mo 0,00 0,01 0,01 0,02
Co 0,00 0,00 0,01 0,01
B 0,01 0,01 0,03 0,05
gkg*
C 7,31 0,65 1,31 2,62 5,23

L Teor de nutrientes no solo antes da instalagdo do experimento.
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Na Figura 4.1, podem-se observar dados meteoroldgicos para precipitacdo e
temperatura da época em que a safra de soja foi conduzida.
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Figura 4.1. Precipitacdo (mm.més™) e temperatura média do ar (°C) para as épocas de
safra de plantio da soja no experimento instalado com diferentes doses de
biocarvdo (2, 4, 8, 16 Mg ha™ e testemunha) em Nova Xavantina, Mato
Grosso. O plantio sempre foi realizado no inicio de Dezembro e as coletas de
solo no inicio de Fevereiro.

Antes da implantacdo do experimento, em setembro de 2006, o calcério (2 Mg
ha') foi aplicado e incorporado na érea. Posteriormente foi semeado milheto (Pennisetum
glaucum) na &rea experimental, visando a formacdo de palhada. Dois dias antes da
semeadura da soja foi realizada dessecacdo de manejo na area experimental. A semeadura
da soja (cultivar TMG 108 RR®) foi realizada com o minimo revolvimento do solo,
sempre durante os primeiros dez dias do més de dezembro, sendo distribuidas 12 sementes
por metro, observando-se espagcamento de 0,45 m entre linhas e profundidade de
semeadura de 2-3 cm, sendo nessa mesma operacgéo realizada a adubagéo de base de 200
kg ha™ da formula 00-18-18.

Durante o desenvolvimento da cultura foram realizados tratos fitossanitarios,
com a aplicacdo do herbicida glifosato visando o controle de plantas daninhas, do

inseticida metamidofos para o controle de pragas e duas aplicagdes de fungicidas, sendo a
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primeira de trifloxistrobina + ciproconazol e a segunda com o fungicida tebuconazole
visando o controle de doencas. Em 2009, a area do experimento foi conduzida com
braquiaria (Urochloa brizantha) como planta de cobertura no periodo entre safra. Antes do

plantio da soja em 2010, a braquiéria foi dessecada para formacédo de palhada no solo.

4.2.2 Amostragem de solo:

O solo foi amostrado nos anos de 2010 e 2011, na profundidade de 0-10 cm,
quando a cultura da soja se encontrava em pleno florescimento. Para a coleta do solo foram
utilizados tubos de PVC de 10 cm de comprimento e 5 cm de didmetro, que foram
introduzidos no solo obtendo-se trés sub-amostras em cada parcela. Para o solo rizosférico
foi obtido solo que se encontrava na superficie de raizes de soja, também em triplicatas.
Também foi coletado do solo, no ano de 2011 (cinco anos ap0ds aplicagdo no solo) o
biocarvao, que foi aplicado na instalacdo do experimento no ano de 2006. Apos a
amostragem, todo o material foi armazenado, para transporte, em caixas de isopor com

gelo, e posteriormente em freezer a -20 °C.

4.2.3 Extragdo de DNA

As amostras foram analisadas no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
(LBCM) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Assim, o DNA total
do solo foi extraido utilizando o Power Soil DNA (MoBIO, Carlsbad, CA), de acordo com
o protocolo do fabricante. Para isso 0,25 g de solo foram utilizadas em triplicatas para cada
tratamento. Apds extracdo, 5 pl DNA foi quantificado em gel de agarose 1% (p/v) corado
com brometo de etideo em tampdo TSB (Brody & Kern, 2004). O DNA também foi
guantificado em espectrofotdmetro (Sambrook et al., 1989), e posteriormente foi

armazenado a -20°C, para utilizag#o.

4.2.4 Andlise de PCR gquantitativo (QPCR)

Andlise de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foi realizada para
quantificar nimero de totais de genes de 16S rRNA de Bacteria, totais de genes de 18S
rRNA de Fungi e totais de genes de 16S rRNA de Archaea em solo rizosférico e solo ndo
rizosférico dos diferentes tratamentos do estudo.

Para amplificacdo de qPCR do gene 16S rRNA de Bacteria total, o par de
primers utilizados foram U968f (5 GCA ACG AGA ACC TTA C 3’) e R1387r (5’°CGG
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TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG 3’) (Heuer et al., 1997). Para amplificacdo de
gPCR do gene 16S rRNA de Archaea total, o par de primers utilizado foi: 787f (5> ATT
AGA TAC CCS BGT AGT CC 3’) e 1059r (5 GCC ATG CACCWC CTC T 3’) (Yu et
al., 2005). Para amplificacdo de qPCR do gene 18S rRNA de Fungi total, o par de primers
utilizado foi: e EF4f (5 GGA AGG G[G/A]T GTATTT ATT AG 3’) e FUNG5r (5° GTA
AAA GTC CTG GTT CCC 3’) (Van Elsas et al., 2000).

As quantificagdes foram determinadas utilizando 1,0 pl (2,5pmol) de cada
primer, 10 a 20 ng do DNA gendmico do solo, 5,0 ul de SYBR master mix 2x (Fermentas)
e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para volume final de 10,0 ul. As analises foram
realizadas com o equipamento Step One™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystem,
Foster City, USA) e os kits para reacdo Maxima™ SYBR™ Green/ROX qPCR Master
Mix (2X) (Fermentas, Brasil).

As condigdes 6timas para gPCR de Bacteria foram ajustadas para: pré-
incubagdo a 95°C por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 s., temperatura de
anelamento de 56°C por 20 s. e a aquisi¢do de fluorescéncia foi realizada a 72°C por 45 s.
e ao final da reagdo foi incluido uma curva de melting nas seguintes condi¢fes: 95°C por
15 s., 56°C por 60 s. e 95°C por 15 s. com leitura dos dados a cada 0,7°C. Para
amplificacdo de qPCR de Archaea as condi¢Ges foram ajustadas para: pré-incubacéo a
95°C por 10 min., sequidos de 40 ciclos de 95°C por 15 s., temperatura de anelamento de
57°C por 20 s. e a aquisicdo de fluorescéncia foi realizada a 72°C por 30 s. e ao final da
reacdo foi incluido uma curva de melting nas seguintes condi¢des: 95°C por 15 s., 57°C
por 60 s. e 95°C por 15 s. com leitura dos dados a cada 0,7°C. Para amplificacdo de gPCR
de Fungi as condicbes foram ajustadas: pré-incubacdo a 95°C por 10 min., seguidos de 40
ciclos de 95°C por 15 s., temperatura de anelamento de 51°C por 30 s. e a aquisicdo de
fluorescéncia foi realizada a 72°C por 60 s. e ao final da reagdo foi incluido uma curva de
melting nas seguintes condigfes: 95°C por 15 s., 51°C por 60 s. e 95°C por 15 s. com
leitura dos dados a cada 0,7°C.

Ao final de cada reacdo, a especificidade de todos os conjuntos de primers
foram checados pela observagdo de um Unico pico de melting confirmando a pureza dos
produtos amplificados. Adicionalmente, foram corridos gel de agarose (1%) para
confirmagéo do tamanho dos amplicons. Os amplicons dos genes foram obtidos de clones
de amostras ambientais por PCR usando os primers especificos, purificados com Kit GFX
e ligados em um vetor pGEM-T (Promega). Os vetores contendo os incertos foram
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transformados com células competentes Escherichia coli DH5a (Promega). Para
quantificacdo e obtencdo de uma curva padréo, os incertos clonados foram re-amplificados
usando os mesmos primers onde os plasmideos foram quantificados em espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND-1000) e diluidos para construir uma curva padrdo usando uma dilui¢éo
seriada de 102 a 107 genes pL-1 usando triplicatas com diluicéo seriada de 10 vezes do
plasmideo de DNA isolado.

A analise automatizada da qualidade dos fragmentos do PCR (PCR baseline
subtraction, Ct-threshold setting to the linear amplification phase) e quantificacdo foi
interpretados com o Step OneTM Software v2.3 (Applied Biossystens). Ademais, foi feita
a correlacdo linear entre a diluicdo e o nimero de copias do gene (R=0,99), ndo havendo
efeito significativo de inibidores de PCR na quantificacdo do gene. O numero de cdpias
dos genes foram apresentados por gramas de solo seco. Para a comparagdo entre os
tratamentos, utilizou-se o teste de Duncan (p<0,05) para a analise do teste de médias e
analise de variancia pelo teste F. Para essas andlises foram usados o0 PROC GLM do
programa estatistico SAS-STAT (Sas Institute, 2009).

4.2.5 Andlise de T-RFLP

Na analise de fingerprint T-RFLP para o gene 16S rRNA foram quantificados
comunidades de Bacteria e Archaea, e para o gene 18S rRNA comunidade de Fungi para o
solo rizosférico, solo ndo rizosférico nos diferentes tratamentos, e para o biocarvdo antes
de ser adicionado ao solo e apds ser coletado do solo (permanéncia de cinco anos).

O gene 16S rRNA de Bacteria foi amplificado utilizando os primers universais
27f (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) com a extremidade 5° marcada com 6-
carboxyfluorescein (FAM); e o primer 1492r (5 ACC TTG TTA CGA CTT 3’) (Amann et
al., 1995). Cada 25 pl de mix continha: agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada; 5 pl da
amostra de DNA total de solo; 0,5 pl de cada primer a 5 pmol; 2,5 pl de tampao para PCR
10X (Invitrogen, Carslad, CA, USA); 1,5 pl de MgCI2 50 mM; 0,5 pl de dNTP 10 mM;
0,5 pl de BSA 1 ng.pl; 0,2 pl de Platinum® Taq Polimerase 5U (Invitrogen). As seguintes
condicBes de amplificacdo foram utilizadas ap6s otimizagdo: 94°C por 3 min, 35 ciclos de
94°C por 30 s, 59°C por 45 s e 72°C por 1 min; e uma extensdo final de 72°C por 15 min
em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Para o0 gene 16S rRNA de Archaea, foram utilizados os primers ARCH21f (5’
TTC YGG TTG ATC CYG CCI GA 3’) com a extremidade 5° marcada com 6-
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carboxyfluorescein (FAM); e o primer ARCH958r (5° YCC GGC GTT GA(I/C) TCC
AAT T 3’) (DELONG et al., 1992). Cada 25 ul de mix continha: &gua ultrapura (Milli-Q)
esterilizada; 5 pl da amostra de DNA total de solo; 0,5 pl de cada primer a 5 pmol; 2,5 pl
de tampdo para PCR 10X (Invitrogen, Carslad, CA, USA); 1,5 ul de MgCl, 50 mM; 0,5 pl
de dNTP 10 mM; 0,25 pl de BSA 1ng.ul™; 0,2 pl de Platinum® Taq Polimerase 5 U
(Invitrogen). As seguintes condicdes de amplificagdo foram utilizadas apds otimizacao:
95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min; e uma
extensdo final de 72°C por 10 min em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems).

Para as reacdes de amplificacdo do gene 18S-28S de Fungi, foram utilizados os
primers ITS1F (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’) com a extremidade 5* marcada
com 6-carboxyfluorescein (FAM); e o primer ITS4 R (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC 3’) (Dickie e Fitzjohn, 2007). Cada 25 ul de mix continha: &gua ultrapura (Milli-Q)
esterilizada; 5 pl da amostra de DNA total de solo; 0,5 pl de cada primer a 5 pmol; 2,5 pl
de tampdo para PCR 10X (Invitrogen, Carslad, CA, USA); 0,75 ul de MgCl, 50 mM; 0,25
ul de dNTP 10 mM:; 0,25 pl de BSA 1ng.pl™; 0,2 pl de Platinum® Taq Polimerase 5 U
(Invitrogen). As seguintes condigdes de amplificagdo foram utilizadas apds otimizacao:
96°C por 3 min, 35 ciclos de 96°C por 60 s, 52°C por 60 s e 72°C por 2 min; e uma
extensdo final de 72°C por 10 min em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems).

Apo6s amplificacdo dos produtos de PCR em gel de agarose 1% (p/v) estes
foram purificados utilizado o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA), seguindo as instrugdes do fabricante.

Os produtos de PCR purificados para as comunidades Bacteria e Archaea
foram aliquotados para reagBes de restricdo com cada enzima de restri¢do, sendo a Hhal
(GCG™C) e Mspl (CMCGG) (Invitrogen, Carlsbad, CA) (Marsh, 1999). Os produtos de
PCR purificado de Fungo foram aliquotados para reacdes de restricdo com cada enzima de
restricdo, sendo a Hinfl (G*ANTC) e Alul (AG”CT) (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para cada
15 pl reacgdes de digestédo foram utilizadas: 5 pl do produto de PCR purificado; 1,5 pl do
Buffer React 10X (Invitrogen); 0,15 pl de BSA 1 ng.ul-1; 0,06 ul da endonuclease 10U; e
agua ultrapura (Milli-Q). Foram utilizadas as condi¢des de 37°C por 3 h e 68°C por 10 min
para inativacdo da endonuclease para Hhal, Mspl e Alul; para Hinfl as condi¢des foram de
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37°C por 3 h e 80°C por 20 min para inativagdo. As reacOes de restricdo foram realizadas
em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Os produtos digeridos por enzima de restricdo foram precipitados, usando
acetato de sddio/EDTA, e desnaturados por 5 min a 95°C e resfriadas a 0 °C por 4 min, em
presenca de 9,75 pl de Formamida HiDi e 0,25 pl de padrédo de comprimento GENESCAN
- 600 LIZ SIZE Size Standard V2.0 (Applied Biosystems). A analise de fragmentos foi
realizada no sequienciador automéatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
A andlise dos fragmentos foi realizada com o programa GeneMapper®, versdo 4.1
(Applied Biosystems). Foram usados picos de fluorescéncia de 50 a 500.

4.2.5.1 Andlise dos resultados de T-RFLP

Para a andlise dos dados foi montada uma matriz de similaridade por Bray-
Curtis incluindo todos os tratamentos. Os dados foram analisados utilizando o programa
Primer 6 version 6.1.5 (Primer-E Ltd., Plymouth, UK) por meio da analise de similaridade
(ANOSIM) utilizando-se os diferentes tratamentos como diferentes fatores. A ANOSIM
compara as similaridades entre dois ou mais grupos de unidades amostrais (fatores), e gera
uma estatistica R que varia de -1 a +1. Assim, o valor de R igual ou menor que zero indica
a hipotese nula (ndo héa diferengas entre as diferentes espécies dos tratamentos estudados).
Isso indica que a similaridade entre as espécies de cada tratamento é maior ou igual que
dentro das espécies, em cada tratamento observado. No entanto, um valor de R maior que
zero indica que um grupo de amostras (fator) é mais semelhante entre si do que entre
grupos. Um teste de significancia e executado por meio de permutacdes aleatdrias dos
grupos e calculado de valores de R*. Assim o valor de p é calculado como o nimero de
vezes que R* for maior ou igual a R. Se p < 0.05, entdo o valor € significativo. Caso haja
diferenca entre espécies, outra ANOSIM ¢ realizada par-a-par (com o corrigido) para
determinar quais grupos sdo diferentes. Uma analise de porcentagem de similaridade
(SIMPER) determina a contribuicdo relativa de cada variavel (espécie) para as diferencas
observadas entre grupos, baseado na distancia de similaridade de Bray-Curtis (Clarke &
Gorley, 2006).

Pelo programa Primer 6 version 6.1.5 também foram obtidos, para cada
amostra, indices de diversidade de Shannon-Wiener (H") e de Equitabilidade de Pielou (J°)
(Magurran, 1988).
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Shannon-Wiener (H") é obtido pela equacdo: @%= - 2 »(E, In ), onde S é
0 nUmero de espécies, p; é a propocdo de espécies i, estimadas como ni/N, onde n; é a
medida da importancia da espécie i (namero de individuos, biomassa), e N é o niamero total
de individuos. Este indice da maior peso para as espécies raras, ou seja, € mais sensivel em
identificar espécies raras e as variaces de abundancia. Seus valores variam entre 1,5 e 3,5
(raramente acima de 5,0). Quanto maior a porcentagem de espécies raras, menor sera seu
valor. E o indice mais usado para estudos de diversidade.

Equitabilidade de Pielou (J°) é obtido pela equacdo: Bf = E%/logfm) , onde S é
0 nimero de espécies, e H’ o indice de Shannon- Wiener. E a medida da equitabilidade
maxima, e mede o quanto uniforme os individuos estdo distribuidos entre as diferentes
espécies. Seus valores variam entre 0 e 1, e 1 representa uma situacdo em que todas as
espécies sdo igualmente abundantes. Em uma comunidade a J’ seré baixo, quando ocorrer
poucas especies altamente dominantes no meio e grande nimero de espécies raras. E J’
terd valores préximos de 1, quando ndo houver espécies dominantes, e ocorrer maior
heterogeneidade de espécies.

Posteriormente, utilizou-se o teste de Duncan (p<0,05) para a andalise do teste
de médias e andlise de variancia pelo teste F. Para essas analises foram usados o PROC
GLM do programa estatistico SAS-STAT (Sas Institute, 2009).

4.3 RESULTADOS

E importante avaliar a comunidade da rizosfera que esta mais envolvida com o
desenvolvimento da planta (Kolton et al., 2011). O objetivo desse estudo foi verificar o
efeito da aplicagdo do biocarvao sobre a composicdo de comunidades de bactéria, archaea
e fungo em solo rizosférico de plantas de soja e solo ndo rizosférico. Foram realizadas
analises moleculares de fingerprint independentes de cultivos (T-RFLP e gPCR) de
fragmentos do gene 16 S rRNA e 18S rRNA no solo associado a rizosfera, no solo néo
rizosférico, no biocarvao condicionado no solo por cinco anos e no biocarvado que nao foi

adicionado ao solo.

4.3.1 Abundancia dos genes

Os resultados para PCR quantitativo (qPCR) do niumero de copias do gene 16S

rRNA de Bacteria e do nimero de copias do gene 16S rRNA de Archaea podem ser
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verificados na Tabela 4.2 e Tabela 4.3, respectivamente. Na Tabela 4.4 sdo mostrados
resultados para gPCR do numero de cépias do gene 18S rRNA de Fungi. Os resultados
foram avaliados para o solo rizosférico e para o solo ndo rizosférico, no ano de 2010 e
2011.

Os resultados de gPCR do numero de cépias do gene 16 S rRNA de Bacteria
foram significativos apenas para as anélises realizadas no solo nao rizosférico no ano de
2011. A dose 16 Mg ha™ apresentou o menor niimero de copias (1,48.10'), e as doses 2 e
4 Mg ha apresentaram os maiores valores (2,25.10'° e 2,22.10'°). A dose 8 Mg ha™
(8,61.10% e a testemunha ficaram com valores intermediarios (1,86.10%°). Valor maior,
embora ndo significativo também foram encontrados na dose 4 Mg ha™ (7,37.10°%), no ano
de 2010. O solo rizosférico, nos anos de 2010 e 2011, mostrou tendéncia em apresentar
alto valor para a dose 8 e 16 Mg ha™ em 2011 (4,21.10% e 4,63.10"°), mas devido 4 alta
variabilidade dos resultados, estes valores ndo foram significativos.

Tabela 4.2. Numero de cépias do gene 16S rRNA para comunidades de Bacteria, para 0s

tratamentos 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha® do solo rizosférico, do solo ndo
rizosférico, obtidos em 2010 e 2011.

Doses (Mg ha™) Solo Rizosférico Solo
2010
0 2,26E+09 + 1,21E+08 A 6,14E+09 + 1,78E+08 A
2 1,20E+09 + 7,18E+07 A 6,35E+09 + 1,62E+08 A
4 ug.DNA.g.soIo'1 2,13E+09 + 1,30E+08 A 7,37E+09 + 1,92E+08 A
8 2,67TE+09 + 1,75E+08 A 6,87E+09 + 1,70E+08 A
16 1,43E+09 + 4,04E+07 A 6,40E+09 + 1,49E+08 A
2011
0 2,14E+10 + 1,60E+09 A 1,86E+10 + 8,06E+08 AB
2 2,38E+10 + 1,99E+09 A 2,25E+10 + 1,09E+09 A
4 ug.DNA.g.soIo'1 2,89E+10 + 1,54E+09 A 2,22E+10 + 1,02E+09 A
8 4,21E+10 = 2,02E+09 A 1,76E+10 + 8,61E+08 AB
16 4,63E+10 *= 2,41E+09 A 1,48E+10 * 7,50E+08 B

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 4).

O PCR quantitativo de copias do gene 16S rRNA de Archaea (Tabela 4.3),
foram significativos para o resultados obtidos para analise do solo ndo rizosférico no ano
de 2011. A dose 16 Mg ha™ apresentou o maior nimeros de copias para esse gene
(6,05.10°), seguidos pelos valores obtidos na dose 4 Mg ha® (5.58.10°) e 8 Mg ha™
(5,11.10°). Os menores valores foram encontrados para o solo controle (4,83.10°) e para a
dose 2 Mg ha™ (3,72.10°), embora somente a dose 2 mostre ser significativamente menor.
Semelhante resultado, embora néo significativo foi encontrado para o solo no ano de 2010.
Com relagdo ao solo rizosférico e o solo ndo rizosférico, o nimero de cdpias de gene foi

menor para o solo rizosférico.
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Tabela 4.3. Numero de cépias do gene 16S rRNA para comunidades de Archaea, para 0s
tratamentos 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ do solo rizosférico, do solo néo rizosférico,

obtidos em 2010 e 2011.
Doses (Mg ha™) Solo Rizosférico Solo
2010
0 2,15E+05 + 1,80E+04 A 5,40E+05 + 4,09E+04 A
2 1,19E+05 £ 2,70E+03 A 3,74E+05 + 1,47E+04 A
4 ug.DNA.g.soIo'1 2,48E+05 + 1,27E+04 A 4 25E+05 + 2,10E+04 A
8 3,22E+05 + 2,14E+04 A 4,49E+05 + 1,81E+04 A
16 1,63E+05 * 6,60E+03 A 5,66E+05 + 4,14E+04 A
2011

0 1,21E+05 =+ 2,85E+03 A 4,83E+05 + 3,32E+03 AB
2 1,27E+05 * 1,90E+03 A 3,72E+05 + 2,96E+03 B
4 ug.DNA.g.soIo'1 1,38E+05 + 6,86E+02 A 5,68E+05 + 1,06E+04

8 1,37E+05 =+ 2,31E+03 A 511E+05 + 1,33E+04 AB
16 1,21E+05 =+ 3,44E+03 A 6,05E+05 + 1,25E+04 A

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 4).

Para o niamero de copias do gene 18S rRNA de Fungo, foi observado valores

significativos para o solo rizosférico no ano de 2011. A dose 8 Mg ha™ apresentou 0 maior

valor (2,10.107). No ano de 2010, o solo rizosférico, dados ndo significativos, mostraram

maiores valores para a dose 8 (3,91.10° e 16 (4,09.10°) Mg ha™. Os valores no solo,

embora n&o significativos, para os anos de 2010 e 2011 foram maiores para a dose 4 e 16

Mg ha™.

Tabela 4.4. Numero de copias do gene 18S rRNA para comunidades de Fungi, para 0s
tratamentos 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha” do solo rizosférico, do solo ndo
rizosférico, obtidos em 2010 e 2011.

Doses (Mg ha™) Solo Rizosférico Solo
2010
0 3,40E+06 =+ 1,55E+05 A 3,02E+06 * 6,74E+04 A
2 2,94E+06 + 6,87E+04 A 2,58E+06 + 6,65E+04 A
4 ug.DNA.g.soIo'1 2,51E+06 + 1,06E+05 A 4,25E+06 *+ 6,47E+04 A
8 3,91E+06 *+ 2,13E+05 A 3,12E+06 *+ 1,20E+05 A
16 4,09E+06 =+ 2,23E+05 A 3,26E+06 + 1,49E+05 A
2011
0 1,18E+07 + 1,78E+05 B 5,05E+06 + 1,55E+05 A
2 1,73E+07 + 4,85E+05 AB 4,01E+06 * 5,68E+04 A
4 ug.DNA.g.soIo'1 1,11E+07 + 1,58E+05 B 5,92E+06 * 2,08E+05 A
8 2,10E+07 + 8,58E+05 4,96E+06 =+ 1,81E+05 A
16 1,71E+07 + 3,23E+05 AB 6,35E+06 + 8,30E+04 A

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 4).
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4.3.2 Estrutura da comunidade de bactéria

A analise de fingerprint de T-RFLP de 16S rRNA de Bacteria, em solo
rizosférico e solo ndo rizosférico, para os dois anos de analise (2010 e 2011), biocarvao
antes e ap0s uso no solo (Hhal e Mspl) pode ser visualizada na Figura 4.2. As mudancas
mais notaveis foram observadas na abundancia relativa dos T-RFs 77, 121, 78 e 90 pbh. A
enzima Mspl mostrou melhor variacdo na abundancia de T-RFs entre o solo rizosférico e
ndo rizosférico. E possivel observar, principalmente com relagio ao T-RF 77-bp, diferenca
na abundancia nos tratamentos com adigéo de biocarvao, em relagéo ao solo controle, tanto
em 2010 como em 2011, no solo ndo rizosférico.

No biocarvéo, antes de ser adicionado ao solo (C), os T-RFs com maiores
abundancias nos solos (77, 121 e 78 bp) também estdo presentes. O biocarvdo (B) apds ser
selecionado do solo, ap6s cinco anos, mostrou similar abundancia aos T-RFs apresentados
nos solo rizosférico e ndo rizosférico. A quantidade de T-RFs presentes nesses biocarvdes
mostram o potencial desse em adquirir diversidade mesmo antes de ser adicionado ao solo.
O numero de T-RFs e abundancia foram inicialmente utilizados para o calculo de medida
da diversidade (Tabelas 4.5 e 4.6). As medidas de diversidade foram mensuradas
considerando todas as sub-amostras dos tratamentos com biocarvao, para as enzimas Hhal
e Mspl.

Em 2010 os resultados foram significativos para o solo ndo rizosférico,
mensurados pela enzima Hhal, podendo-se observar que as doses 2 e 4 Mg ha™
apresentaram os maiores valores de Equitabilidade (0,79 para ambos), e o solo controle
apresentou o menor valor (0,76). Semelhante resultado foi encontrado em 2011, para a
enzima Hhal, no solo ndo rizosférico, sem contudo existir diferenca significativa (Tabela
4.5). No entanto, para a enzima Mspl, no ano de 2010, no solo ndo rizosférico, as doses 4 e
16 Mg ha™ mostraram Equitabilidade maior (0,76 para ambos), quando comparado ao solo
testemunha (0,73). Igual resultado foi obtido para o indice de Shannon (3,5 e 3,6 para dose
4 e 16 Mg ha™ respectivamente e 3,4 para solo controle). No entanto, no ano de 2011, o
solo rizosférico mostrou diferengas significativas, para Equitabilidade, indicando que a
dose 16 Mg ha™ (0,83) mostrou resultado maior que as outras doses e o solo controle, e 0
mesmo aconteceu para o indice de Shannon (4,0).
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Figura 4.2. Abundancia relativa de T-RFs de comunidades de Bacteria do gene 16S rRNA, com as
enzimas Hhal e Mspl para os tratamentos 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ no solo rizosférico,
no solo ndo rizosférico, obtidos em 2010 e 2011 e biocarvdo ap6s cinco anos no solo
(B) e antes de ser adicionado ao solo (C). As diferentes cores na vertical indicam os
diferentes fragmentos, em pares de bases, com abundéancia relativa > 1,0%.
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Tabela 4.5. Nimero de UTOs, indice de Equitabilidade de Pielou e de Shannon-Wiener,
para comunidades de Bacteria com base na enzima Hhal e Mspl, para o0s
tratamentos do solo rizosférico, solo ndo rizosférico, obtidos em 2010.

Enzima Dose (Mg ha™) N° UTOs" Equitabilidade® H'(loge)®
Solo rizosférico
0 108,333 + 2231 A 0,795 + 0,006 A 3691 + 0,014 A
2 116,333 + 2,792 A 0,788 + 0,005 A 3,705 + 0,013 A
4 117,083 + 2826 A 0,782 + 0,004 A 3681 + 0,006 A
8 107,667 + 2561 A 0,805 + 0,006 A 3,727 £+ 0,018 A
16 107,417 + 2,668 A 0,793 + 0,006 A 3,668 + 0,016 A
Hhal Solo
0 106,500 + 1,505 A 0,763 + 0,003 C 3551 + 0,018 A
2 100,250 + 1,882 A 0,799 + 0,002 A 3658 + 0,016 A
4 102,500 + 1,594 A 0,793 + 0,003 AB 3,657 £ 0,014 A
8 105,167 + 1583 A 0,767 + 0,002 C 3559 + 0,015 A
16 104500 + 2255 A 0,775 + 0,002 BC 3580 + 0,019 A
Solo rizosférico
0 119833 + 1,227 A 0,792 + 0,008 A 3,784 + 0,013 A
2 120,750 + 0,830 A 0,791 + 0,003 A 3,789 + 0,014 A
4 122,583 + 1,144 A 0,774 *= 0,002 A 3,719 + 0,013 A
8 110,667 + 3,056 A 0,789 + 0,003 A 3,463 + 0,092 A
16 125333 + 1559 A 0,786 + 0,003 A 3,786 + 0,011 A
Mspl Solo
0 107,583 + 1,390 A 0,735 + 0,004 B 3434 + 0,026 B
2 109,833 + 0,983 A 0,758 + 0,003 AB 3,563 + 0,022 AB
4 107,083 + 0,717 A 0,767 + 0,004 A 3583 + 0,019 A
8 108,167 + 1,027 A 0,745 + 0,004 AB 3,490 + 0,025 AB
16 113,083 + 1,324 A 0,766 + 0,003 A 3,618 + 0,020 A

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo sdo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 12).
*Unidades taxiondmicas operacionais; 2 Equitabilidade de Pielou; 3 Shannon-Wiener.
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Tabela 4.6. Nimero de UTOs, indice de Equitabilidade de Pielou e de Shannon-Wiener,
para comunidades de Bacteria com base na enzima Hhal e Mspl, para o0s
tratamentos do solo rizosférico, solo ndo rizosférico, obtidos em 2011 e
biocarvao apds cinco anos no solo (B) e antes de ser adicionado ao solo (C).

Enzima Dose (Mg ha™) N° UTOs! Equitabilidade? H'(loge)?
Solo rizosférico
0 101,417 + 2,045 A 0,815 + 0,002 A 3,739 + 0,012 A
2 99,583 + 2,960 A 0,839 + 0,006 A 3,674 + 0,050 A
4 106,833 + 2,046 A 0,801 + 0,003 A 3,720 + 0,017 A
8 101,417 + 3515 A 0,805 + 0,003 A 3442 + 0,091 A
16 109,500 + 2,163 A 0,820 + 0,003 A 3,824 + 0,008 A
Hhal Solo
0 129,833 + 3,615 A 0,778 + 0,002 A 3527 + 0,093 A
2 117,750 £ 1,933 A 0,787 =+ 0,000 A 3,743 £+ 0,015 A
4 111,583 + 0950 A 0,791 + 0,002 A 3,726 + 0,008 A
8 119,083 + 1,233 A 0,778 + 0,002 A 3,713 + 0,017 A
16 124250 £+ 1,790 A 0,779 =+ 0,000 A 3,747 £ 0,017 A
Biocarvéo
103,500 + 2,586 0,794 + 0,004 3,668 + 0,021
C 91,333 + 7,011 0,667 + 1,000 2,995 + 0,005
Solo rizosférico
0 113,000 + 1,228 BC 0,824 + 0,003 AB 3,885 + 0,012 BC
2 117,167 + 1,095 ABC 0,820 + 0,004 ABC 3,899 + 0,013 B
4 108,167 + 1327 C 0,809 + 0,003 BC 3,779 + 0011 C
8 122,083 + 1518 AB 0,804 + 0,003 C 3,855 + 0,013 BC
16 125250 + 1,297 A 0,832 + 0,008 A 4,009 + 0012 A
Mspl ] (O
0 138,333 + 2,115 A 0,774 + 0,002 A 3,804 + 0,020 A
2 141,750 £+ 1,646 A 0,779 =+ 0,000 A 3852 + 0,011 A
4 133,333 + 1,184 A 0,788 + 0,002 A 3,853 + 0,010 A
8 135417 £ 1,215 A 0,774 =+ 0,002 A 3,795 £ 0,015 A
16 137,417 + 1,360 A 0,780 + 0,003 A 3838 + 0,016 A
Biocarvéo
B 117,750 + 0,508 0,790 + 0,003 3,767 + 0,017
C 91,667 + 3,289 0,640 + 1,000 2,885 + 0,084

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 12).
Unidades taxiondmicas operacionais; 2 Equitabilidade de Pielou; 3 Shannon-Wiener.



76

Utilizando a analise de pares da estatistica R da andlise de similaridade

(ANOSIM) foi possivel verificar as interacfes entre a estrutura da comunidade microbiana
de T-RFs de bactéria (Tabela 4.7).

Tabela 4.7. Analise de similaridade (ANOSIM) para as comunidades de Bacteria nos anos
2010 e 2011 utilizando a enzima Hhal e Mspl para o solo rizosférico (R) e solo
ndo rizosférico (S), para as doses 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ de biocarvo e para o
biocarvado extraido ap6s cinco anos no solo (B) e antes de ser adicionado ao

solo (C).
Doses Solo Rizosférico (R) Solo (S)
Enzima + (R) X (S) -
Mgha® 0 2 4 8 6 . " Mgha® 0 2 4 8 16 B
2010
0 0,138 0
2 0,015 0,167 2 -0,013
Hhal 4 0,046 -0,016 0,286 4 -0,035 -0,039
8 0,004 0,02 0,056 0,069 8 -0,056 -0,068 -0,05
16 0,043 -0,038 -0,008 -0,003 0,18 16 -0,014 -0,027 -0,018 -0,042
0 0,168 0
2 -0,026 0,167 2 -0,025
Mspl 4 0,041 -0,012 0,172 4 -0,005 0,022
8 -0,036 -0,029 -0,016 0,125 8 -0,011 -0,01 0,043
16 0,007 -0,054 -0,024 -0,037 0,186 16 -0,008 -0,037 0,011 -0,011
2011
0 0,467 0
2 0,021 0,154 2 0,007
Hhal 4 -0,053 0,001 0,397 4 -0,02  -0,007
8 -0,003 0,1 -0,019 0,488 8 0,05 -0,025 0,007
16 -0,004 -0,013 -0,009 0,036 ¢ 0,303 16 -0,034 -0,02 -0,034 0,021
B 0,342 0,323 0,358 0,339 0,297i 0,68 0519 0605 0,61 0,582
C 0,899 0,886 0,868 0,894 0,847§ 0,938 0,934 0949 0932 0,92 0,728
0 0,513 0
2 0,003 0,286 2 0,055
Mspl 4 -0,058 0,009 0,437 4 0,063 -0,003
8 0,001 0,082 -0,012 0,564 8 0,067 -0,012 0,062
16 0,007 -0,039 0,025 0,047 ! 0,256 16 0,025 -0,002 -0,027 0,058
B 0,324 0,251 0,332 0,318 0,1855 0,458 0,417 0,495 0,498 0,44
C 0,907 0,933 0,913 0,893 0,865§ 0,879 0,963 0,984 0,985 0,957 0,688

Verificou-se alta similaridade (baixo valor de R) entre os tratamentos com

diferentes doses de biocarvao para as duas enzimas (Hhal e Mspl) nos anos de 2010 e

2011, tanto no solo como solo rizosférico. Em 2010, avaliando o solo rizosférico e sua

dose correspondente no solo ndo rizosférico, verificou-se maior dissimilaridade na dose 4 e

16 Mg ha™ tanto na enzima Hhal (0,28 e 0,18 respectivamente) como na enzima Mspl
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(0,17 e 0,18 respectivamente) e maior similaridade na dose 8 Mg ha™® (0,069 em Hhal e
0,12 em Mspl). Esses valores foram diferentes dos que ocorreram em 2011, onde a dose 8
Mg ha™ apresentou maior dissimilaridade entre o solo e o solo rizosférico (0,48 em Hhal e
0,56 em Mspl). Em 2011, observou-se razoavel dissimilaridade do solo rizosférico com
relagdo a sua dose correspondente no solo ndo rizosférico. Na dose 2 Mg ha™ (0,15 e 0,18
para Hhal e Mspl, respectivamente), observou-se maior similaridade.

O ANOSIM para o biocarvao revelou que B e C possuem alta dissimilaridade
(o R foi de 0,68 para Mspl e 0,72 para Hhal). O solo rizosférico apresentou maior
similaridade com B (R médio 0,33 para Hhal e 0,28 para Mspl) em relagdo ao solo ndo
rizosférico (R médio 0,59 para Hhal e 0,46 para Mspl). A dose 16 Mg ha™ do solo
rizosferico, para as enzimas Hhal (0,29) e Mspl (0,18), mostraram similaridade maior com
B, quando comparado com as outras doses. No solo ndo rizosférico, o tratamento controle
apresentou maior dissimilaridade (0,68) para a enzima Hhal, quando comparadas com B.
O biocarvédo sem adicdo ao solo (C) mostrou dissimilaridade alta tanto para o solo
rizosférico como para o solo ndo rizosférico (R > 0,84).

Resultados para NMDS, grafico associado com a andlise de similaridade
(ANOSIM), podem ser verificados na Figura 4.3. Assim como verificado para ANOSIM,
ndo foi possivel distinguir entre os diferentes tratamentos com o biocarvdo. Em 2011,
observou-se melhor separacdo entre as amostras para o solo rizosférico e o solo ndo

rizosférico.

4.3.3 Estrutura da comunidade de archaea

A andlise de fingerprints de T-RFLP de 16S rRNA de Archaea do solo
rizosférico, solo ndo rizosférico e biocarvdo antes e ap6s uso no solo, para os dois anos
(2010 e 2011) de andlise (enzimas Hhal e Mspl) é mostrada na Figura 4.4. Mudancas na
abundancia relativa foram maiores para os T-RFs 321, 319 e 318 pb quando utilizado a
enzima Hhal e para os T-RFs 254, 251 e 280 pb quando utilizado a enzima Mspl.
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Figura 4.3. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) das comunidades microbianas
do solo rizosférico e solo ndo rizosférico, das estruturas de comunidades de Bacteria
determinadas por T-RFLP com a enzima Hhal e Mspl nos anos de 2010 e 2011. Para o
solo rizosférico considera-se na testemunha (@) e as doses 2 (@), 4 (©), 8 (@),
16 (®) Mg,ha™ de biocarvéo; e no solo ndo rizosférico considera-se para a
testemunha (@) e as doses 2 (@), 4 (@), 8 (@), 16 (®) Mg,ha™ de biocarvio; e
para o biocarvao extraido do solo (" ).
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Figura 4.4. Abundancia relativa de T-RFs de comunidades de Archaea do gene 16S rRNA, com a
enzima Hhal e Mspl para os tratamentos do solo rizosférico, solo ndo rizosférico,
obtidos em 2010 e 2011 e biocarvdo ap6s cinco anos no solo (B) e antes de ser
adicionado ao solo (C). As diferentes cores na vertical indicam os diferentes

fragmentos, em pares de bases, com abundéancia relativa > 1,0%.
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A enzima Hhal mostrou melhor variacdo na abundancia de T-RFs entre o solo
rizosférico e ndo rizosférico. Em 2011, enquanto o T-RF 321bp aumenta inicialmente na
dose 2 Mg ha, e diminui a abundancia com o aumento das doses de biocarvdo, o T-RF
253pb, diminui em muito a abundancia na dose 2 e 4 Mg ha™, e posteriormente aumenta a
abundancia com nas doses 8 e 4 Mg ha™, se assemelhando a abundancia do solo controle.

Com relacdo ao biocarvdo antes de ser adicionado ao solo (C) é possivel
observar que os T-RFs 321 bp (Hhal) e 254 (Mspl), que possuem maior abundancia no
solo e solo rizosférico, também estdo presente (em menor abundancia) nesse biocarvdao. O
biocarvdo (B) apods ser recuperado do solo depois de cinco anos, apresentou menor
abundancia dos T-RFs, no entanto com abundancia semelhante a do solo rizosférico.

Na Tabela 4.8 e 4.9, 0o nimero de T-RFs e abundancia foram inicialmente
utilizados para o célculo de medida da diversidade. As medidas de diversidade foram
mensurada considerando todas as sub-mostras dos tratamentos de solo com biocarvéo, para
as enzimas Hhal e Mspl.

Tabela 4.8. Nimero de UTOs, indice de Equitabilidade de Pielou e de Shannon-Wiener, para

comunidades de Archaea com base na enzima Hhal e Mspl, para os tratamentos do
solo rizosférico, solo ndo rizosférico, obtidos em 2010.

Enzima Dose (Mg ha™) N° UTOs! Equitabilidade? H'(loge)?
Solo Rizosférico
0 55,083 * 4,025 AB 0,406 + 0,011 A 1,344 + 0,048 A
2 44750 + 3,762 AB 0,303 + 0,007 A 0,992 + 0,047 AB
4 36,833 * 4,260 AB 0,390 + 0,009 A 1,095 + 0,060 AB
8 57,917 + 4,508 A 0,378 + 0,014 A 1,295 + 0,087 AB
16 26,667 + 2692 B 0,316 + 0,011 A 0,805 + 0,022 B
Hhal Solo
0 71,083 + 2922 A 0,402 + 0,010 A 1,713 + 0,058 A
2 74167 £ 1899 A 0,391 + 0,006 A 1,668 + 0,031 A
4 84917 + 1,314 A 0,384 + 0,005 A 1,703 £+ 0,025 A
8 79750 £ 169 A 0,391 + 0,007 A 1,702 + 0,037 A
16 69,000 + 1649 A 0,402 + 0,006 A 1,697 + 0,030 A
Solo Rizosférico
0 4667 + 0510 AB 0,404 + 0,030 A 0,615 + 0,044 A
2 3,667 + 0,306 AB 0,292 + 0,020 A 0,455 + 0,034 A
4 4250 + 0,345 AB 0,386 =+ 0,027 A 0,524 + 0,030 A
8 6,833 + 0431 A 0,348 + 0,018 A 0,651 + 0,025 A
16 2417 + 0,168 B 0,325 = 0024 A 0,371 + 0,024 A
Mspl Solo
0 26,500 + 2549 A 0,347 + 002 A 1,126 + 0,089 A
2 27,833 + 2,797 A 0,33 =+ 0021 A 1,100 + 0,081 A
4 29,167 + 2,618 A 0,272 + 0,020 A 1,030 + 0,081 A
8 30,833 + 2,339 A 0,318 + 0,017 A 1,117 + 0,067 A
16 22,167 + 2160 A 0,311 + 0,020 A 1,013 + 0,073 A

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 12).
Unidades taxiondmicas operacionais; 2 Equitabilidade de Pielou; 3 Shannon-Wiener.
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Tabela 4.9. Nimero de UTOs, indice de Equitabilidade de Pielou e de Shannon-Wiener,
para comunidades de Archaea com base na enzima Hhal e Mspl, para o0s
tratamentos do solo rizosférico, solo ndo rizosférico, obtidos em 2011 e
biocarvao apds cinco anos no solo (B) e antes de ser adicionado ao solo (C).

Enzima Doses (Mg ha™) N° UTOs! Equitabilidade? H'(loge)?
Solo Rizosférico
0 24,083 + 2,266 AB 0,276 + 0,006 AB 0,732 + 0,036 AB
2 11,667 + 0,837 B 0,277 + 0,000 AB 0,573 + 0,020 B
4 28,083 + 2,600 AB 0,281 + 0,006 AB 0,770 + 0,040 AB
8 29,167 + 2,89 A 0,250 + 0,008 B 0,776 + 0,051 AB
16 22,833 + 2612 AB 0,339 + 0,007 0,852 + 0,036 A
Hhal Solo
0 83,583 + 3419 A 0,409 + 0,011 A 1,797 £+ 0,065 A
2 82,417 + 2,348 A 0,410 + 0,007 A 1,800 + 0,043 A
4 75,417 £ 23718 A 0,349 + 0,007 A 1511 + 0,042 A
8 73500 + 2236 A 0,372 + 0,006 A 1584 + 0,035 A
16 69,750 + 3,638 A 0,375 + 0,007 A 1505 + 0,054 A
Biocarvéo
B 29,875 + 2,549 0,358 + 0,012 1,060 + 0,012
C 2,000 + 0,333 0,920 + 1,000 0,552 + 0,174
Solo Rizosférico
0 10,083 + 0,821 A 0,365 + 0,013 A 0,683 + 0,029 A
2 6,167 + 0,402 A 0,393 + 0,017 A 0,567 + 0,019 A
4 9,083 + 0563 A 0,349 + 0,008 A 0,676 + 0,022 A
8 11,583 + 1,120 A 0,327 + 0,012 A 0,616 + 0,026 A
16 9,083 + 0509 A 0,336 + 0,007 A 0,663 + 0,016 A
Mspl Solo
0 30,083 + 2,672 A 0,426 + 0,010 A 1,175 + 0,034 A
2 37,583 + 3,086 A 0,396 + 0,006 AB 1,253 + 0,048 A
4 37,417 £+ 2479 A 0,365 = 0,004 AB 1,167 + 0,036 A
8 31,167 + 2,448 A 0,394 + 0,008 AB 1,076 + 0,033 A
16 35,583 + 2,225 A 0,340 + 0,006 B 1,124 + 0,044 A
Biocarvéo
B 7,875 = 0,607 0,400 + 0,016 0,704 + 0,039
C 1,333 + 0,192 0,996 + 1,000 0,230 + 0,133

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 12).
Unidades taxiondmicas operacionais; 2 Equitabilidade de Pielou; 3 Shannon-Wiener.

Os resultados foram significativos para o solo rizosférico, no ano de 2010, para

as duas enzimas Hhal e Mspl, com relacdo ao numero de UTOs. O menor nimero de

UTOs foi encontrado na dose 16 Mg ha™ e o maior para a dose 8 Mg ha™. O indice de

Shannon (2010) apresentou, no solo rizosférico (Hhal) menor valor (0,80) para dose 16

Mg ha™ e maior valor (1,34) para o solo controle. Em 2011, o indice permaneceu 0 mesmo
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para a dose 16 Mg ha™, e diminuiu nos outros tratamentos. Resultados para Equitabilidade,
no solo rizosférico, foi maior (0,33) na dose 16 Mg ha™, em 2011 (Hhal). No entanto, pela
enzima Mspl, no solo no rizosférico, a dose 16 Mg ha™ foi o tratamento com menor valor
(0,34) em contradigdo com o solo controle (0,42).

Pela andlise de similaridade (ANOSIM) foi possivel verificar (Tabela 4.10) as
interagOes entre a estrutura da comunidade microbiana de T-RFs de Archaea. Verificou-se
alta similaridade (baixo valor de R) para a maioria dos tratamentos com diferentes doses de
biocarvdo para as duas enzimas (Hhal e Mspl) nos anos de 2010 e 2011. A dose 16 Mg ha*
apresentou dissimilaridade (Mspl) com relagdo ao solo controle (0,15) em 2010 e com
relacdo a todos os tratamentos (Hhal) em 2011.

Em 2010, avaliando o solo rizosférico e sua dose correspondente no solo nao
rizosférico, verificou-se que a tratamento controle apresentou maior similaridade para a
enzima Hhal (-0,005) e seguidamente para Mspl (0,15), quando comparado aos
tratamentos com biocarvdo. Em 2011, ocorreu maior dissimilaridade paras as doses 2
(0,56) e 4 (0,40) Mg ha™. Em geral o solo rizosférico apresentou maior dissimilaridade.

O ANOSIM para o biocarvdo mostrou que entre B e C, ocorreu alta
dissimilaridade com valores de 0,83 para Mspl e 0,91 para Hhal. Os tratamentos do solo
rizosférico, quando comparados com B mostrou maior similaridade (R medio 0,26 para
Hhal e 0,31 para Mspl) em relagdo aos tratamentos do solo comparados com B (R médio
0,38 para Hhal). B (Mspl) em 2011 mostrou similaridade ao solo ndo rizosférico em todos
0s tratamentos. O biocarvéo (C) sem adicdo ao solo apresentou alta dissimilaridade com os
tratamentos do solo rizosférico e nao rizosférico (> 0,67).

Resultados para NMDS, grafico associado com a andlise de similaridade
(ANOSIM), podem ser verificados na Figura 4.5. Assim como verificado para ANOSIM,
no grafico NMDS, as amostras referentes & dose 16 Mg ha™ se agrupam melhor que as
amostras referentes aos outros tratamentos. O solo rizosférico se distingue melhor que o
solo ndo rizosférico em 2011. O biocarvdo extraido do solo se agrupam com as amostras

do solo rizosférico.

4.3.2 Estrutura da comunidade de fungo

A anélise de fingerprint de T-RFLP para 18S rRNA de Fungi do solo
rizosférico, solo ndo rizosférico, biocarvao antes e apds uso no solo, para os anos 2010 e
2011 (enzimas Alul e Hinfl) é mostrada na Figura 4.6. Mudancas na abundancia relativa
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foram maiores para os T-RFs 350 e 336 pb quando utilizado a enzima Alul, e para os T-RFs
108, 138, 262 e 186 pb, quando usado a enzima Hinfl.

Tabela 4.10. Anélise de similaridade (ANOSIM) para as comunidade de Archaea nos anos
2010 e 2011 utilizando a enzima Hhal e Mspl para o solo rizosférico (R) e solo
ndo rizosférico (S), para as doses 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ de biocarvéo e para o
biocarvéo extraido apos cinco anos no solo (B) e antes de ser adicionado ao solo

Q).
Enzima  Doses ( ) Solo Rizosférico (R) ;(R)X(S); Doses Solo (S)
Mgha' 0 2 4 8 16 ng hat 0 2 4 8 6 B
I 2010 I
0 P 0005 1 0
2 0,135 0,239 2 0,025
Hhal 4 0,089 -0,019 0,205 4 0,036 -0,056
8 0,064 0,025 -0,038 0,068 8 0,062 -0,032 -0,054
16 0,258 -0,027 0,019 0,128 0,409 16  -0,009 -0,038 -0,041 -0,017
0 ;015 . 0
2 0,064 L0468 | 2 0016
Mspl 4 0,078 -0,045 0,314 4 0,005 0,009
8 0,152 -0,035 -0,027 0,297 8 0,05 0,027 0,005
16 0,153 -0,061 -0,019 -0,024 0,426 16 0,008 -0,055 -0,029 -0,051
2011
0 10313 1 0
2 0,014 0,569 2 0,041
Hhal 4 0,028 -0,006 0,407 4 0,052 -0,034
8 0,052 0,015 -0,024 0,29 8 0,008 -0,004 0,001
16 0,153 0,355 0,284 0,177 0,321 16 0,05 -0,034 -0,06 -0,003
B 0,142 0,496 0,246 0,168 o,zssi : 0,348 0,408 0,387 0332 043
c 0,712 096 0953 0671 0,5285 0,697 0,701 0,754 0,733 0,754 0,914
0 P0247 10
2 0,015 0,257 2 0,036
Mspl 4 0,043 0,01 po0212 1 4 0,011 -0,008
8 0,045 0,032 -0,034 0,215 8 0,022 0,016 -0,015
16 0,037 0,011 0,022 0,019 5 0,274 16 0,03 -0,072 0,003 0,012
B 0,288 0512 0,177 0,206 o,397§ 0,065 0,047 -0,034 0,115 0,081
c 0931 0929 0942 0941 o,942§ 0927 0923 0942 0942 0,924 0,833
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Figura 4.5. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) das comunidades microbianas
do solo rizosférico e solo ndo rizosférico, das estruturas de comunidades de Archaea
determinadas por T-RFLP com a enzima Hhal e Mspl nos anos de 2010 e 2011. Para o
solo rizosférico considera-se na testemunha (@) e as doses 2(@), 4(©), 8 (@), 16
(®) Mg,ha’ de biocarvdo; e no solo ndo rizosférico considera-se para a
testemunha (®) e as doses 2 (@), 4 (@), 8 (®), 16 (®) Mg,ha™ de biocarvéo; e
para o biocarvao extraido do solo (" ).
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Figura 4.6. Abundancia relativa de T-RFs de comunidades de Fungi do gene 18S-28S,
com a enzima Alul e Hinfl para os tratamentos do solo rizosférico, solo nao
rizosférico, obtidos em 2010 e 2011 e biocarvao apds cinco anos no solo (B) e antes
de ser adicionado ao solo (C). As diferentes cores na vertical indicam o0s
diferentes fragmentos, em pares de bases, com abundéncia relativa > 1,0%.
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As enzimas Alul e Hinfl mostraram boas variagcdes na abundéncia de T-RFs
entre o solo rizosférico e ndo rizosférico. E possivel observar, na maior parte dos T-RFs,
diferenca na abundancia do tratamento controle em relacéo aos tratamentos com adigéo de
biocarvéo, tanto em 2010 como em 2011.

Com a enzima Alul, resultados similares entre os anos de 2010 e 2011, mas
mais distintos para o ano de 2011, o T-RFs 350 bp é possivel verificar que ao aplicar o
biocarvdo, inicialmente esse T-RF apresenta abundancia maior na dose 2 Mg ha™, e essa
abundéancia diminui com o aumento da dose de biocarvao no solo. O resultado é similar
para a enzima Hinfl com o T-RF 108 bp que, porém, em 2010 mostre maior abundancia
apenas para a dose 4 Mg ha™.

Com relacdo ao biocarvdo antes de ser adicionado ao solo (C) h& enorme
diferenca com abundancia dos T-RFs presentes no solo. O biocarvéo (B) recuperado do
solo depois de cinco anos, apresentou abundancia dos T-RFs similares ao do solo e solo
rizosférico, embora com abundéancias diferentes.

Na Figura 4.6, o nimero de T-RFs e abundancia foram inicialmente utilizados
para o célculo de medidas da diversidade. As medidas de diversidade foram mensuradas
considerando todas as sub-mostras dos tratamentos de solo com biocarvao, para as enzimas
Alul e Hinfl. A Equitabilidade e o indice de Shannon foram significativos em 2011, para o
solo (Hinfl). O solo controle apresentou valor maior (0,76 e 3,8 respectivamente) e o
tratamento 16 Mg ha™ o menor valor (0,72 e 3,3 respectivamente) para Equitabilidade e
para Shannon (Tabela 4.12). No ano de 2010, apenas o nimeros de UTOs no solo foi
menor para 0s 4 (116) e 16 (131) Mg ha, sendo verificado valor maior (136) na dose 8
Mg ha® (Tabela 4.11).

Utilizando a analise de pares da estatistica R da andlise de similaridade
(ANOSIM) é possivel verificar na Tabela 4.13 as interagdes entre a estrutura da
comunidade microbiana de T-RFs de Fungo. Verificou-se alta similaridade (baixo valor de
R) entre os tratamentos com diferentes doses de biocarvédo para as duas enzimas (Alul e
Hinfl) nos anos de 2010 e 2011. Em 2010, avaliando o solo rizosférico e sua dose
correspondente no solo nédo rizosférico, é possivel verificar dissimilaridade, (R proximo a
0,60, com Alul e R proximo a 0,35 com a enzima Hinfl). Em 2011, maior similaridade séo

observadas, mas principalmente no solo controle (0,04 na Alul e 0,089 para Hinfl).
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Tabela 4.11. NGmero de UTOs, indice de Equitabilidade de Pielou e de Shannon-Wiener, para
comunidades de Fungi com base na enzima Alul e Hinfl, para os tratamentos do solo
rizosférico, solo ndo rizosférico, obtidos em 2010 e biocarvdo apds cinco anos no
solo (B) e antes de ser adicionado ao solo (C).

Enzima Doses (Mg ha™) N° UTOs! Equitabilidade? H'(loge)?
Solo rizosférico
0 129,667 + 2,918 A 0,792 + 0,003 A 3820 + 0,021 A
2 113583 + 2,573 A 0,771 + 0,006 A 3,603 + 0,023 A
4 113,167 + 1,784 A 0,758 + 0,003 A 3574 £ 0,021 A
8 125417 + 3,034 A 0,773 + 0,003 A 3,698 + 0,029 A
Alul 16 110,750 + 2,358 A 0,787 + 0,003 A 3,676 + 0,017 A
Solo
0 87,833 + 1,037 A 0,733 + 0,008 A 3,277 + 0,041 A
2 88,500 + 0542 A 0,749 = 0,007 A 3,357 + 0,034 A
4 89,000 + 1,294 A 0,732 + 0,007 A 3281 + 0,034 A
8 97,750 + 1,274 A 0,747 + 0,008 A 3,419 + 0,039 A
16 96,417 + 1472 A 0,774 + 0,006 A 3517 £ 0,022 A
Solo rizosférico
0 163,250 + 2,529 A 0,772 + 0,002 A 3,918 + 0,016 A
2 154,833 + 2341 A 0,754 + 0,002 A 3,786 + 0,016 A
4 155,750 + 1472 A 0,765 + 0,002 A 3858 + 0,013 A
8 148,667 + 3,171 A 0,753 + 0,002 A 3,732 + 0,030 A
16 153,000 + 2,194 A 0,777 + 0,002 A 3,893 + 0,009 A
Hinfl Solo
0 129,667 + 0,767 AB 0,763 + 0,004 A 3,711 + 0,023 A
2 121,333 + 0,765 AB 0,737 + 0,006 A 353 + 0,031 A
4 116,000 + 3,101 B 0,738 + 0,006 A 3,347 + 0,019 A
8 136,083 + 1,117 A 0,770 + 0,005 A 3,781 + 0,026 A
16 131583 + 2,473 B 0,778 + 0,007 A 3,778 + 0,038 A

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,0
*Unidades taxiondmicas operacionais; 2 Equitabilidade de Pielou; 3 Shannon-Wiener.

2

+ erro padrdo da média (n = 12).

O ANOSIM para o biocarvdo mostra alta dissimilaridade entre B e C (0,83

para Alul e 0,94 para Hinfl). B apresentou maior dissimilaridade com o solo rizosférico em

relacdo ao solo ndo rizosféerico. B apresentou maior dissimilaridade com a dose controle no

solo ndo rizosférico para Alul (0,48) e Hinfl (0,53), quando comparado com a doses de

biocarvédo no solo. O biocarvdo sem adi¢do ao solo mostrou alta dissimilaridade tanto para

0 solo nédo rizosférico, como para o solo rizosférico. Resultados para NMDS, grafico

associado com a analise de similaridade (ANOSIM), podem ser verificados na Figura 4.7.

Assim como verificado para ANOSIM, é possivel verificar separacdo entre os tratamentos

do solo rizosférico e o solo ndo rizosférico, em 2010, para as duas enzimas, e em 2011,
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apenas para enzima Hinfl. Em 2011, as amostras do biocarvao retirado do solo se

agruparam proximo as amostras do solo ndo rizosférico.

Tabela 4.12. Numero de UTOs, indice de Equitabilidade de Pielou e de Shannon-Wiener,
para comunidades de Fungi com base na enzima Alul e Hinfl, para os
tratamentos do solo rizosférico, solo ndo rizosférico, obtidos em 2011 e
biocarvao apds cinco anos no solo (B) e antes de ser adicionado ao solo (C).

Enzima Doses (Mg ha™) N° UTOs? Equitabilidade? H'(loge)?

Solo rizosférico

0 93500 + 1,673 A 0,727 + 0,008 A 3280 + 0,000 A
2 89,833 + 1,122 A 0,709 + 0,006 A 3,180 + 0,025 A
4 94,833 + 2477 A 0,718 + 0,006 A 3,246 + 0,032 A
8 93,333 + 1570 A 0,753 + 0,006 A 3395 + 0,026 A
16 82,250 + 1641 A 0,723 + 0,007 A 3,161 + 0,027 A
Alul Solo
0 101,083 + 1,702 A 0,747 + 0,004 A 3433 + 0,022 A
2 102,000 + 2,260 A 0,704 + 0,004 A 3240 + 0,031 A
4 104,333 + 2495 A 0,707 + 0,003 A 3,267 + 0,028 A
8 98,917 + 2989 A 0,741 + 0,007 A 3,362 + 0,038 A
16 99,583 + 3,740 A 0,762 + 0,007 A 3,208 + 0,071 A
Biocarvéo

86,375 + 1,275 0,658 + 0,008 2,932 + 0,037

C 21,000 + 7,265 0,878 + 1,000 2,319 + 0,263
Solo rizosférico
0 132,833 + 1250 A 0,731 + 0,004 A 3,573 + 0,024 A
2 115583 + 2946 A 0,757 + 0,006 A 3,390 + 0,056 A
4 132,917 £+ 1,597 A 0,727 = 0,004 A 3553 =+ 0,024 A
8 133,000 + 1,698 A 0,745 + 0,003 A 3,639 + 0,020 A
16 133,333 + 1,113 A 0,749 + 0,004 A 3,662 + 0,020 A
Hinfl Solo
0 154,750 + 2,968 A 0,762 + 0,003 A 3832 + 0,029 A
2 129,833 + 3,383 A 0,739 + 0,004 AB 3543 + 0,030 AB
4 144667 + 2552 A 0,739 + 0,004 AB 3,669 + 0,032 AB
8 137,750 + 3,166 A 0,724 + 0,006 AB 3,557 + 0,046 AB
16 136,167 = 4540 A 0,721 £ 0,005 B 3,375 = 0,079 B
Biocarvéo

B 110,000 + 2,296 0,691 + 0,008 3,239 + 0,041
C 29,667 + 9,714 0,768 + 1,000 2,369 + 0,286

NUmeros seguidos pelas mesmas letras nas colunas ndo séo diferentes pelo teste de Duncan, p<0,05; + erro padrdo da média (n = 12).
Unidades taxiondmicas operacionais; 2 Equitabilidade de Pielou; 3 Shannon-Wiener.
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Tabela 4.13. Analise de similaridade (ANOSIM) para as comunidades de Fungo nos anos
2010 e 2011 utilizando a enzima Alul e Hinfl para o solo rizosférico (R) e
solo ndo rizosférico (S), para as doses 0, 2, 4, 8 e 16 Mg ha™ de biocarvio e
para 0 biocarvdo extraido apds cinco anos no solo (B) e antes de ser
adicionado ao solo (C).

Enzima  Doses Solo Rizosférico (R) ;Doses Solo (S)
F (R)X(S) :
Mgha' 0 2 4 8 16 ' Mgha* 0 2 4 8 16 B
: 2010 I
0 10691 & 0
2 0,092 0,578 2 0,068
Alul 4 0,052 0,037 0,617 4 0,039 -0,031
8 0,092 0,007 0,001 0,642 8 0,006 -0,04 0,012
16 0,102 0,099 0,045 0,097 0,645 16  -0,067 -005 -0,009 0,006
0 10351 & 0
2 0,068 0,355 2 0,065
Hinfl 4 0,056 0,004 03 4 0,01 001
8 022 0,117 0,041 0,367 8 0,027 -0,004 -0,041
16 0,083 0091 0,048 0,122 0,437 16  -0,003 -0,015 -0,025 -0,016
2011
0 P 0045 0
2 0,181 0,176 2 0,04
Alul 4 0,007 0,023 0,172 4 0,001 -0,061
8 0,092 0,145 0,002 0,223 8 0,056 0,063 -0,053
16 0,027 0047 -0,013 0,057 0,087 16  -0,072 0,019 -0,074 0,002
B 0,499 0,524 0501 0,594 0,4925 0,486 0454 0414 0456 0,418
c 09% 1 1 1 1 0,999 1 0992 099 1 0833
0 ;0089 : 0
2 0,119 0,191 2 0,082
Hinfl 4 0,024 0,089 0,289 4 0,041 -0,093
8 0,119 0,151 -0,023 0,343 8 0,03 -0,009 -0,037
16 0,115 0029 0,008 0,072 0,266 16 0,038 0,059 -0,016 -0,067
B 0,637 0,633 0,641 0,698 0,656§ 0536 048 043 0,363 0,366

c 1 1 1 1 1 1 1 0994 0997 0,982 0,946
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Figura 4.7. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) das comunidades
microbianas do solo rizosférico e solo ndo rizosférico, das estruturas de

comunidades de fungos determinadas por T-RFLP com a enzima Alul

e

Hinfl nos anos de 2010 e 2011. Para o solo rizosférico considera-se na
testemunha (@) e as doses 2 (@), 4 (©), 8 (@), 16 (®) Mg,ha™ de biocarvao;
e no solo ndo rizosférico considera-se para a testemunha (®) e as doses 2
(@), 4 (@), 8 (@), 16 (®) Mg,ha™ de biocarvio; e para o biocarvio extraido
do solo ().
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4.4 DISCUSSOES
4.4.1 Efeito do biocarvéo nas comunidades de bactéria, archaea e fungo do solo

As estruturas das comunidades de archaea apresentaram-se diferentes entre 0s
tratamentos do solo rizosférico e do solo ndo rizosférico conforme as doses de biocarvao, e
apresentaram-se mais eficiente em determinar a diferenga entre os tratamentos com
biocarvdo. De forma intermediaria, as estruturas de fungos no solo, também foram
eficientes na determinacdo da diferenca entre as doses de biocarvdo no solo rizosférico e
ndo rizosférico. Por ultimo se distinguiram a estrutura das comunidades de Bactérias, com
menor distingdo entre as doses de biocarvdo. De acordo com Aller & Kemp (2008),
archaea e bactéria possuem papeis ecoldgicos diferentes no ambiente. Em um mesmo
ambiente, na maioria das vezes, archaea possui menor diversidade em relacdo a
diversidade de bactérias. 1sso ocorre, pois, archaeas vivem em micronichos mais restritos,
enquanto bactérias se desenvolvem em condigdes mais abrangentes. Grossman et al.
(2010), avaliando solo de Terra Preta de Indio, também verificaram menor diversidade de
archaea em relacdo a de bactérias. E de acordo com Lupatini et al. (2013), a estrutura de
comunidades de archaea sdo mais afetadas pelo tipo de solo, enquanto a estrutura de
comunidades de fungos sdo mais afetadas pelo tipo de uso do solo. Considerando-se que
no experimento em estudo, o tipo de solo e o tipo de manejo sdo 0s mesmo, as doses de
biocarvao também influenciaram na estrutura observada dessas comunidades de archaea,
bactéria e fungo tanto no solo rizosférico como no solo ndo rizosférico. Kolton et al.
(2011) verificaram diferencas na comunidade de bactérias do solo rizosférico, em solos
condicionados com biochar, por curto periodo.

Para as doses de biocarvao avaliadas, foi possivel verificar que a dose 16 Mg
ha® apresentou diferenca na diversidade, quando comparada com o solo controle. Foi
possivel verificar menor diversidade de bactérias e fungos no solo ndo rizosférico e menor
diversidade de archaea no solo rizosférico. Essa menor diversidade se caracterizou pelo
crescimento de algumas espécies em detrimento do menor desenvolvimento de outras. Para
a comunidade de archaea e fungo, é possivel indicar, pela abundancia de T-RFs, que uma
porcentagem consideravel de archaea e fungo apresentaram seu crescimento limitado pela
dose mais elevada de biocarvdo (16 Mg ha'). E que doses menores, como 2 e 4 Mg ha™
podem ter estimulado melhor o desenvolvimento da diversidade no solo rizosférico. Por

exemplo, Chen et al. (2013) ao avaliar solo arenoso, de plantio de arroz inundado, com
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doses de biocarvao 20 e 40 Mg ha™ observaram aumento do niimero de cépias do gene 16S
rRNA de Bacteria (28 e 64 %, respectivamente) e diminui¢cdo do numero de copias do
gene 18S rRNA de Fungo (35 e 46%, respectivamente). Jones et al. (2012) avaliando
biocarvdo de diferentes arvores, nas doses 25 e 50 Mg ha®, em Cambissolo de textura
franco argilo arenosa, verificou que o raio de crescimento de fungo para bactéria foi 30 %

menor.

4.4.2 Comunidades de bactéria, archaea e fungo associados ao biocarvao

A diversidade de bactérias do biocarvdo apresentou valores similares a
diversidade do solo rizosférico em comparacdo a diversidade do solo nédo rizosférico. O
biocarvao é uma forma de matéria orgénica, e a maior diferenca quimica entre o biocarvao
e outra matéria organica é a proporcdo muito maior de C aromaticos e, mais
especificamente, a ocorréncia de estruturas aromaticas fundidas (Lehmann et al., 2011).
Solo rizosférico, naturalmente, possui menor diversidade de comunidade de bactérias em
relacdo ao solo ndo rizosférico. Diferencas entre a composi¢do da comunidade microbiana
do solo rizosférico com o solo ndo rizosférico sdo descritas e sdo atribuidos aos diferentes
tipos de exsudatos de raizes que sdo liberados na regido da rizosfera, o que permitem
selecionar microrganismos especificos (Kielak et al., 2008). Dessa forma, é possivel
indicar que, no biocarvdo, mesmo sendo uma forma de matéria organica diferente da
encontrada facilmente disponivel no solo e na rizosfera, ocorreu, no biocarvdo, uma
preferéncia maior de ocorréncia das bactérias, que surgem preferencialmente no solo
rizosférico. Portanto, a adicdo de biocarvdo ao solo, como um todo, permite que este
apresente propriedades semelhantes ao do solo rizosférico, para o desenvolvimento de
bactérias. Confirmando essa hipétese, é observado, na dose 16 Mg ha™ maior similaridade
entre o solo rizosférico e o biocarvéao do solo.

A diversidade de archaea, no biocarvdo, também apresentou maior similaridade
no solo rizosférico, em relagcdo ao solo ndo rizosférico (Hhal). No entanto, foi observado
maior dissimilaridade na dose 2 Mg ha™ do solo rizosférico, tanto em relagdo ao biocarvéo
como do solo rizosférico com o solo ndo rizosférico. A comunidade de archaea associada
com raizes de milho em solo arenoso ja foi observada como muito menos diversificada
(Chelius & Triplett, 2001). Da mesma forma se observa para os resultados obtidos nesse
estudo. Dessa forma, foi possivel verificar que o biocarvdo também hospeda archaea que

estdo presentes no solo rizosférico, assim como foi observado para bactérias.
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A diversidade dos fungos, no biocarvéo, apresentou maior similaridade com o
solo ndo rizosférico, podendo-se indicar que, quanto maior a dose, maior a similaridade.
Dessa forma, pode-se inferir que o biocarvao, em maior parte, estimula o crescimento de
fungo que possuem maior presencga no solo. Ritz & Young (2004) descrevem que hifas de
fungos geralmente crescem em superficies, absorvendo os nutrientes do substrato, mas
também sdo capazes de crescer através do ar e poros do solo com aparente facilidade. Essa
forma simples de crescimento subscreve estratégias que permitem o crescimento esparso,
explorando substratos onde estd ausente um crescimento mais denso e a alimentacdo
disponivel. Assim, pode-se descrever que, como 0 biocarvao apresenta-se no solo como
um novo substrato, os fungos tendem a coloniza-lo facilmente, em busca de alimentacéo.

Navarrete et al. (2010) avaliando o solo e o biocarvdo de Terra Preta de indio
do Amazonas notaram diferengcas quanto a abundéncia da composi¢do da comunidade de
Bactéria. Taketani et al. (2013), observaram similar estrutura de Bactérias no biocarvéo e
no solo de Terra Preta de indio, de onde o biocarvio fora extraido, ndo sendo possivel
verificar uma comunidade especifica diferente para o biocarvdo (apenas para o solo
adjacente), o que sugeriu que forcas de selecdo dos microrganismos atuam de forma
semelhante no solo e no biocarvéo.

Quando se considera o biocarvdo antes de ser adicionado ao solo, foi possivel
verificar a dissimilaridade com relacdo bactéria, archaea, e principalmente fungo. Maior
diferenca foi observada no biocarvéo antes e ap0s ser adicionada ao solo. Isso indicou que
as condi¢Oes de armazenamento do biocarvéo, antes desse ser adicionado ao solo, pode
Ilhes proporcionar ganho em diversidade de bactérias, archaea e fungo. Mas, ap0s ser
adicionado ao solo, o biocarvdo adquire a diversidade similar a existente nesse solo. Jones
et al. (2012), avaliaram a atividade biologica do biocarvao ao ser utilizado no solo, e apds
esse biocarvao ser condicionado no solo por trés anos. Observaram que o biocarvéo fresco,
quando é aplicado no solo possui pouco potencial biolégico e pouca atividade bioldgica e,
apos algum tempo no solo, esse potencial bioldgico é acrescentado pelos microrganismos
existentes do solo.

4.5 CONCLUSOES

E possivel concluir que as comunidades de archaea, bactéria e fungo se
distinguiram entre o solo rizosférico e o solo ndo rizosférico. Archaea e, em sequencia,

comunidades de fungo foram mais eficientes na determinacdo da diversidade do solo
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condicionado com biocarvao. Mas quando se consideram as doses de biocarvao utilizadas,
a dose 16 Mg ha™ apresentou menor diversidade quando comparada com o solo controle,
diferenciando entre o solo rizosférico e o solo ndo rizosférico.

O biocarvao adicionado ao solo apresentou comunidades de bactéria e archaea
similares ao do solo rizosférico. A comunidade de fungo do biocarvéo foi similar a do solo.
Além disso, antes de ser adicionado ao solo, o biocarvdo apresentou potencial de
desenvolver archaea, bactéria e fungo em sua estrutura. No entanto, apds ser adicionado ao
solo, por algum periodo, o biocarvdo adquiriu diversidade de microrganismos similar a do
solo onde fora condicionado.

Estudos com doses menores de biocarvéo devem ser estimulados no sentido de
verificar o efeito dessas menores doses no melhor desenvolvimento de archaea, bactéria e

fungo, no solo.
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5 CONCLUSOES FINAIS

- A composicao elementar do biocarvao influencia na neutralizagdo do solo e manutencéo
da fertilidade deste; no entanto, em altos valores de Al disponivel, e baixo pH no solo, ndo
ha efeitos das diferentes doses sobre a produtividade da soja.

- Os efeitos na produtividade da soja foram altamente influenciados pelos elementos
presentes na composic¢ao elementar do biocarvao.

- A biomassa microbiana do solo apresentou resultados quando os niveis de material
orgénico foram significativos para as diferentes doses de biocarvao.

- A diversidade de comunidades microbianas no solo é influenciada pelas diferentes doses
de biocarvao no solo.

- O biocarvdo apds condicionar o solo por algum tempo, apresentou diversidade
microbiana semelhante ao solo.

-Estudos devem levar em consideracdo o efeito de doses menores de biocarvéo sobre as
propriedades do solo.



