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RESUMO

O biochar é um material rico em carbono, obtido de biomassa carbonizada sob baixa
atmosfera de oxigénio, para uso como condicionador de solos. A aplicacdo de biochar tem
potencial de alterar as propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo, elevando a
disponibilidade de agua ¢ nutrientes para as plantas. Trés importantes estratégias, porém,
devem estar associadas ao conceito do biochar: a reciclagem de residuos organicos, a geracéo
de energia renovavel e a agricultura de baixa emissdo de carbono. No presente trabalho foi
avaliado o efeito do biochar, produzido a partir de residuos da colheita de eucalipto e
diferentes doses de adubagdo, nas atividades microbianas ¢ enzimas do solo de uma area
comercial de cultivo de Eucalyptus urograndis instalado em um Latossolo vermelho-amarelo,
em Sdo Jeronimo da Serra, Parana. O experimento foi desenhado em blocos casualizados com
parcelas subdivididas, em esquema fatorial 2 x 3, variando-se a dose de biochar (0 ou 3,23
Mg ha? e de adubagdo (0, 120 e 150 g arvore da formula NPK 4:42:6) com quatro
repeticdes. Amostras compostas de solo foram obtidas (1) a partir de amostras simples
coletadas proximas as mudas centrais de eucalipto de cada parcela e (2) a partir de amostras
simples coletadas aleatoriamente em zigue-zague na parcela. A populacdo de bactérias
envolvidas no ciclo de nitrogénio foi avaliada a partir da determinacdo do NUmero Mais
Provavel (NMP) de bactérias amonificadoras, nitrificadoras e fixadoras de Nitrogénio. Além
disso, foi avaliada a atividade das enzimas do solo envolvidas no ciclo do nitrogénio (urease)
e carbono (Beta- Glucosidase). A determinacdo do Carbono e nitrogénio da biomassa
microbiana e a quantificacdo de glomalina tambeém foram realizadas nos primeiros dois anos
de crescimento do eucalipto e em dois periodos do ano. Apesar da respiracdo basal ndo ter
variado entre os tratamentos a cada tempo avaliado, essa apresentou valores superiores no
inicio do desenvolvimento do eucalipto. Diante de uma maior estabilidade do solo, 2 anos
apos o plantio, houve um aumento no carbono da biomassa microbiana, principalmente nos
tratamentos com a aplicacdo de biochar. A atividade das enzimas B-glucosidase e urease
foram afetadas pela presenca de biochar, sendo que a primeira foi drasticamente reduzida ao
longo dos dois anos de analise, enquanto que a urease diminuiu ao longo dos 24 meses
avaliados, a presenca da dose completa de fertilizante ndo induziu o aumento da atividade da
enzima urease. No entanto a enzima urease apresentou uma reducéo da sua atividade nos dois
altimos periodos amostrais, o0s quais podem ter influenciado 0s microrganismos
amonificadores do solo, pois a enzima urease € responsavel por produzir amonia a partir da
ureia. Assim a redugdo pode estar relacionada a disponibilidade do nitrogénio quimico, que
foi aplicado somente nos meses inicias da cultura.

Palavras-chave: Biocarvao, indicadores bioldgicos, enzimas do solo.



ABSTRACT

Biochar is a carbon-rich material, obtained from carbonized biomass under low oxygen
atmosphere, for use as a soil conditioner. The application of biochar has the potential to
change the physical, chemical and microbiological properties of the soil, increasing the
availability of water and nutrients for plants. Three important strategies, however, must be
associated with the concept of biochar: the recycling of organic waste, the generation of
renewable energy and low-carbon agriculture. In the present work, the effect of biochar,
produced from residues from the eucalyptus harvest and different doses of fertilization, on the
microbial activities and enzymes of the soil of a commercial cultivation area of Eucalyptus
urograndis installed in a red-yellow Latosol, in S&o Jer6bnimo da Serra, Parana. The
experiment was designed in randomized blocks with subdivided plots, varying the dose of
biochar (0 or 3.23 Mg ha-1) and fertilization (0, 120 and 150 g tree-1 of the NPK formula 4:
42: 6) with four repetitions. Samples composed of soil were obtained (1) from simple samples
collected near the central eucalyptus seedlings of each plot and (2) from simple samples
collected randomly in zigzag in the plot. The population of bacteria involved in the nitrogen
cycle was evaluated based on the determination of the Most Probable Number (NMP) of
ammonifying, nitrifying and Nitrogen fixing bacteria. In addition, the activity of soil enzymes
involved in the nitrogen (urease) and carbon (beta-Glucosidase) cycle was evaluated. The
determination of carbon and nitrogen in the microbial biomass and the quantification of
glomalin were also carried out in the first two years of eucalyptus growth and in two periods
of the year. Although basal respiration did not vary between treatments at each time
evaluated, it showed higher values at the beginning of eucalyptus development. Due to the
greater soil stability, 2 years after planting, there was an increase in the carbon of the
microbial biomass, mainly in the treatments with the application of biochar. The activity of
the enzymes B-glucosidase and urease were affected by the presence of biochar, the first of
which was drastically reduced over the two years of analysis, while the urease decreased its
activities over the 24 months evaluated. The presence of the full dose of fertilizer did not
induce an increase in urease enzyme activity. However, the urease enzyme showed a
reduction in the last two sample periods, which may have influenced the soil ammonifying
microorganisms, since the urease enzyme is responsible for producing ammonia from urea,
thus, the decrease may be related to nitrogen availability chemical, which was applied only in
the initial months of the crop.

Keywords: Biochar, biological indicators, soil enzymes.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema simplificado do ciclo do nitrogénio; as flechas em verde indicam o
caminho do nitrogénio dentro do ciclo; as caixas em verde indicam os produtos dos

processos de transformacgao do nitrogénio; as palavras em negrito indicam os processos de
transformagan dO NITOZENIO. ......uiiiiiieiiieecieeeeiee ettt e e re e et e e s e e e reeestaeeeaseeesaeesnnaeeeas 20

Figura 2 - Vista aérea da area experimental de estudo (delimitada pela caixa vermelha)....... 27
Figura 3 - Layout dO eXPerimeNto........cueeeeuieirciireiiieesieeesiteeeieeeesieeessaeeesseeessseeessseessnseesnseeenns 30

Figura 4 - Croqui coleta de solo microbioldgico, o solo amostrado em zigue — zague, com 8
pontos aleatdrios proximos as plantas. Solo das 8 plantas centrais como demonstra o croqui
usado a cima pela equipe da UEPG, sendo as 8 plantas centrais das 2 linhas centrais, com
marcagdo em marrom. O retdngulo representa o limite da parcela............coceeeiieniiiiiinnnienn, 31

Figura 5 - Esquema da diluig80 Seriada..........cccevierieniiriinieiieieceiceee e 38

Figura 6 - Ilustracdo da placa utilizada para realizar os testes das dilui¢cdes seriadas dos solos
AMOSTIAQOS. 1.ttt ettt ettt b ettt et e b e et e bt et e e aee bt et e e bt e bt et e e nee bt enneeaeas 39

Figura 7 - Teste para microrganismos oxidantes de nitrito. Os pocos transparentes indicam a
presenca de oxidantes de nitrito (NO2") e os pocos de cor purpura indicam a auséncia dos
ITIESTIIOS . ¢ ..tteeetteeeutteeeateeeeat e e et e e st e e ettt e eaab e e e bt e e eabaeeeabteeeabeeeeabeeeeabeeeaab e e e abee e bt e e ebbeeebbeesbaeean 41



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Anélise quimica de rotina e analise granulométrica de amostras da area
experimental. pH= Potencial hidrogenionico; Ca?'=Calcio; Mg*'= Magnésio; Al**=

Aluminio; K'=Potassio; H+Al=acidez potencial; P= fOSTOro. .......ccccvviivieviiiiireececeeree, 28
TABELA 2 - Curva de calibragdo para determinacdo da concentragdo de amonio.................. 32
TABELA 3 - Curva de calibracao para determinacao da concentracao de p-nitrofenol. ......... 34
TABELA 4 - Curva Padrao de Soro Albumina Bovina. ..........cccceeiiiiiiiiieniiiiie e 37
TABELA 5 - Composigao para o meio de cultura para microrganismos amonificadores........ 38

TABELA 6 - Composigao para as solu¢des estoque e para o preparo do meio de cultura
para microrganismos NIITICANTES. .......eciviiiiriiie e 40

TABELA 7 - composi¢ao da solu¢dao de micronutrientes utilizada para preparo do meio de

cultura para microrganismos NItIIfICANTES. ........ciiveeiiiriiierii e 40
TABELA 8 - Composi¢do do meio de cultura NFb em sua forma semissolida. ...................... 42
TABELA 9 - composi¢ao da solugdo de micronutrientes utilizada no meio NFb.................... 42

TABELA 10 - Carbono da biomassa microbiana (CBM) do solo ndo rizosférico amostrado
apos o plantio do eucalipto (em mg Cmic. Kg' de solo), na presenca de biochar (CB) e
auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubacdo (SF — sem adubagao, FR — Dose
reduzida de adubagao (80%), FC — dose completa de adubacao). .........cccovevvvenveniiciiiiieenne, 44

TABELA 11 - Respiracao basal do solo nao rizosférico amostrado periodos apos o plantio

do eucalipto (em pg C-CO2/Kg/h), na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB),
variando as doses de adubacao (SF — sem adubacao, FR — Dose reduzida de adubacao

(80%), FC — dose completa de adubag@o). .........cueeiieiiiiiiiiiiiie e 46

TABELA 12 - Quociente metabolico (qCO2) do solo ndo rizosférico amostrado periodos

apos o plantio do eucalipto (em pg C-CO2/gBMS-C/h), na presenga de biochar (CB) e
auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubagdo (SF — sem adubacao, FR — Dose
reduzida de adubacao (80%), FC — dose completa de adubacao). ........cccccvevvverieniiciiiiieennn, 48

TABELA 13 - Glomalina do solo ndo rizosférico amostrado vinte quatro meses apos o

plantio de eucalipto (mg g de solo) , glomalina facilmente extraida (GFE), glomalina total
(GT), na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de

adubagdo (SF — sem adubagdo, FR — Dose reduzida de adubagao (80%), FC — dose

completa de adUDAGCAD). .....oiviiiiiiiiiii e 49

TABELA 14 - Atividade da enzima Urease em solo de eucalipto 3 meses ap6s o plantio (em
ug NH4-N g de solo! h'!), na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB),

variando as doses de adubagdo (SF — sem adubacao, FR — Dose reduzida de adubacgao

(80%), FC — dose completa de adubag@o). .......cccueeiuiriiiiiiiiiii e 50

TABELA 15 - Atividade da enzima urease do solo ndo rizosférico amostrados periodos apos
o plantio (em pug NH4-N g de solo! h'!). na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar



(SB), variando as doses de adubag¢do (SF — sem adubacdo, FR — Dose reduzida de adubagao
(80%), FC — dose completa de adubag@o). .........ceveiuveiiiiiiiiiiiiee e 51

TABELA 16 - Atividade da enzima B-glucosidase do solo amostrado trés meses apos o
plantio (em ug p-nitrofenol g! solo seco h™!), na presenca de biochar (CB) e auséncia de
biochar (SB), variando as doses de adubagao (SF — sem adubacao, FR — Dose reduzida de
adubacgdo (80%), FC — dose completa de adubag@o). ........cccocvveriiiiiiiiiiiieneee e 53

TABELA 17 - Atividade da enzima B-glucosidase do solo ndo rizosférico amostrado doze
meses apos o plantio (em ug p-nitrofenol g! solo seco h™'), na presenca de biochar (CB) e
auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubacdo (SF — sem adubagao, FR — Dose
reduzida de adubacao (80%), FC — dose completa de adubacao). ........ccccovevvveiinieciiciieennnn, 54

TABELA 18 - Numero mais provavel (NMP) de microrganismos amonificadores presentes
no solo amostrado trés meses ap6s o plantio (em UFC g! de solo ), na presenca de biochar
(CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubag¢do (SF — sem adubagdo, FR—
Dose reduzida de adubagdo (80%), FC — dose completa de adubagao). ........cccceevvvriverneninnnne 55

TABELA 19 - Numero mais provavel (NMP) de microrganismos amonificadores presentes
no solo ndo rizosférico amostrados periodos apos o plantio (em UFC g™ de solo). ................ 55

TABELA 20 - Numero mais provavel (NMP) de microrganismos fixadores biologicos de
nitrogénio (FBN) presentes no solo rizosférico amostrado trés meses apos o plantio (em

UFC g'! de solo), na presenga de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as

doses de adubagdo (SF — sem adubacdo, FR— Dose reduzida de adubagao (80%), FC —

dose completa de adUDAGAD). .....veeveiiiieiiii i 57

TABELA 21 - Numero mais provavel (NMP) de microrganismos nitrificadores presentes no
solo ndo rizosférico amostrado periodos apos o plantio (em UFC g! de solo), na presenca de
biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubacdo (SF — sem

adubag¢do, FR— Dose reduzida de adubacdo (80%), FC — dose completa de adubagdo). ......... 58



LISTA DE ABREVIATURAS

uL - microlitro

AMO — Amonia monoxigenase

AOA — Arquéias Oxidantes de Amonio
BOA- Bactérias oxidantes de amonio
ADP- Adenosina difosfato

ATP- Adenosina tri-fosfato

C - Carbono

BMC- S- carbono da biomassa microbiana do solo
CO,— Gés Carbonico

FBN - Fixacao Biologica do Nitrogénio
FMA - fungos micorrizicos arbusculares
GFE- Glomalina facilmente extraida

GT- Glomalina total

HAO — Hidroxilamina oxiredutase
LABMOM- Laboratorio de Biologia Molecular Microbiana
MOS- matéria organica do solo

N - Nitrogénio

N2 — Nitrogénio atmosférico

NFb — Meio semissolido livre de nitrogénio
NMP — Numero mais provavel

NH3 — Amonia

NH4" - Amoénio

NO; - Nitrito

NO;s™ - Nitrato

N>0 — Oxido Nitroso

BON- bactérias oxidantes de nitrato

NPK — nitrogénio fosforo e potassio

0, — Oxigénio

UEPG — Universidade Estadual de Ponta Grossa
UFC- Unidades formadoras de colonia
gCO»- quociente metabdlico

RBS- respiracdo basal do solo



SUMARIO

LI 0L N 200 1] 010N 0 TR 13
0 0 3 1 O 1 V4 1 TR 15
2.1 OBIETIVO GERAL ......ooiiiiii ettt s e e s st e e e st e e e st te e e s s at e e e e s eate e e e sntbeeessateeeesnrneens 15
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........coouiieeeieieeeeeeeseresesss st s s ssas s s sasessensnssns s sansnnees 15
BHIPOTESE .......coovvomiiiiiieiisee st 16
4 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO...........coooiiteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee s e s en st nes s e enesenesennnenins 17
4.1 CARACTERIZACAO DO BIOCHAR .....oviviviieeieiesesse ettt ses st es st sn st en s sss s s sas s e 17
4.2 MICRORGANISMOS DO SOLO ..ottt re e sne e snne e b e sne e e 19
4.2.1 CiClO 0 NITFOGENIO ...c.vevitinteteieiteit ettt ettt sttt et et eb s bbb bt e s et e eneenes 19
2 1 T [o o [0 T @ 14 o] o TS 23
4.2.3 ENZIMAS 00 SOI0.....ccuiiiiiiiiiiieieieeeee ettt sttt st b e st e st et et e e e eneenes 24
S MATERIAIS E METODOS .....cooioiveeeeeeeeeeeeeeeee et eteeees ettt en e s et sees s eesesses st eneeseneesenees s s ennseneees 27
5.1 AREA EXPERIMENTAL......coouiuiieeieeeeeeeeeeeeeee et e ee e ee e eee e eee e ten e en e en st en et es st en e een e en e eeneenens 27
ST D 1617 N YN0 B 2 4 07N Nl 1 (T 28
5.3 APLICACAO DE BIOCHAR..........cooiititctetete ettt ettt sttt sttt s s s s s s s s s 28
5.4 DESENHO EXPERIMENTAL........oouietiieeeteeeeteteteeeeseeeseesesessesesesesseseesesesseseessssseseesssessessssneesssessesens 29
5.5 AVALIACOES MICROBIOLOGICAS REALIZADAS ..ottt saneninen 30
5.5.1 Avaliagdes BIOIOZICAS .......covviiviiiiiiiiiiiiicic s e 31
5.5.1.1 Determinacéo da atividade enzimatica da UF ASE ..........cevererierierieieieieeseeie e 31
5.5.2 Determinacao da Enzima Beta -GIUCOSIAASE .......ccueeeeeireeieiecieiese ettt 33
5.2.3 Determinacdo do Carbono da Biomassa Microbiana (BMC)........ccccceevevieieneneeceneeese e 34
5.2.4 Respiragdo Basal e Quociente MetabOliCO.........coveveieieirirereseeee s 35
RN C R B | [V To To I - To - RS RSRST SR 37
5.5.7 Quantificacdo de Microrganismos AmONITICAAOIES.........ccecvevireecireeere e 38
5.5.8 Quantificacdo de Microrganismos NitrifiCadores ..........cccecevvrierinieeresceee e 39
6 ANALISE DOS DADOS ...ttt 43
7 RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ......oooiiieeeeeeee e e eeeee ettt et e e s s st et et s esen et enen e s enens 44
7.1 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM), RESPIRACAO BASAL, QUOCIENTE

METABOLICO E GLOMALINA ...ttt see et e e st e e e s smt e e e stte e e s snteeeessntaeeesnnaeeessnnnes 44
7.2 ENZIMAS DO SOLO ...ttt ettt e e e st e e e e e e s s sttt e e e e e e s s saabbeeeeaeeesaannbbaeeeeeessannnes 50
7.3 QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NO CICLO DO NITROGENIO...... 54
8 CONSIDERACOES FINAIS .......cooiiiiiiiieeeieee ettt sttt sn st sttt en sttt en st 59

REFERENCIAS ..ottt et et e e et et et e s eeeeee et et ee e ee e e e e e s e e e e et eeseeeeeeeeeeeeneeeseseeeseeeneees 60



13

1 INTRODUCAO

O eucalipto (Eucalyptus spp.) uma espécie florestal exotica, originaria da Australia, foi
trazido ao Brasil, adaptou-se as condicdes climaticas e ao solo, fatores estes altamente
favoraveis para o seu desenvolvimento, porém, seu crescimento € limitado pela
disponibilidade hidrica e nutricional do ambiente (BRASIL, 2019).

A diversificacdo do uso da madeira vem ganhando importancia no cenario mundial
por substituir produtos oriundos de fontes de recursos ndo renovaveis e utilizar materiais
oriundos de fontes renovaveis, como as florestas plantadas (JUNIOR; COLODETTE, 2013).
Entretanto, as colheitas geram residuos de folhas, galhos, apice da arvore e casca, 0s quais
ficam em campo, sem uso. Para realizar um melhor aproveitamento, pode ser feito a pirélise
deste material, transformando em biochar (LEI; ZHANG et al., 2013).

O biochar, € um composto organico derivado do aquecimento da biomassa em
condicBes de baixa ou nenhuma oxigenacao (pirdlise) em temperaturas que variam de 300 a
1000°C, sendo rico em carbono, variando entre 55- 80% (LONE et al., 2015). O interesse em
seu uso baseia-se principalmente nas descobertas da “Terra preta de indio” na regido
amazOnica, onde as praticas de manejo agricola indigena levam a criagdo grandes manchas de
terra, solos antropogénicos que foram identificados como férteis e de alta qualidade do solo
(TALBERG, 2009, MAIA, 2011; RITTL; ARTS; KUYPER, 2015). Este apresenta um alto
potencial como condicionador de solo que pode contribuir para melhorar a produtividade
agricola, normalmente, faz-se a aplicacdo combinada entre o biochar e fertilizantes, visto que
0 biochar sozinho ndo possui uma grande quantidade de nutrientes prontamente disponiveis
(LYCHUK et al., 2014).

Sua incorporacdo no solo induz mudancas nas propriedades fisicas como: textura,
estrutura, porosidade, didmetro dos poros, distribuicdo granulométrica e densidade (PETTER,
2010). Nas propriedades quimicas atua na estabilidade e aumento dos estoques de carbono,
melhora da qualidade do solo, diminuindo a lixiviagdo de nutrientes, reduz os requisitos de
irrigacdo e fertilizantes (LI et al., 2017). As interagdes do biochar com os microrganismos do
solo geram alteracOes de pH, das taxas de decomposicdo da matéeria organica, bem como da
disponibilidade de energia e NH4 para as plantas (DU et al., 2014). Além disso, o biochar gera
habitats de protecdo para esses microrganismos (PETTER, 2010).

Esse estudo tem por finalidade a compreensdo dos efeitos do biochar sobre as

atividades microbianas e enzimaticas do solo, uma vez que se utilizou residuos da colheita de
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eucalipto para produzir o biochar, reduzindo os impactos ambientais dos restos se deixados ao

campo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da aplicacdo do biochar e de fertilizantes minerais na atividade
microbiana e enzimatica do solo relacionadas ao ciclo do nitrogénio e carbono em uma area

comercial de cultivo de Eucalyptus urograndis.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Quantificar o carbono da biomassa microbiana em solos com cultivo de Eucaliptos e
aplicagdo de biochar.

e Determinar a atividade microbiana do solo na area de cultivo de eucalipto, através da
quantificag¢@o da atividade das enzimas urease e beta- glucosidase

e Quantificar a populacdo bacteriana de amonificadores, nitrificadores e fixadores de
Nitrogénio.

e Avaliar as alterag¢6es nos indicadores bioldgicos do solo ao longo de dois anos.
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3 HIPOTESE

e A aplicagdao de biochar produzido de residuos da colheita de eucalipto aumenta a
quantidade dos microrganismos relacionados ao ciclo do nitrogénio;

e A aplicacdo de biochar possibilita a reducao de 20% da adubacdo padrdo comercial
na cultura do eucalipto com o aumento da atividade microbiana.

e O uso de biochar aumenta a atividade microbiana (avaliada por ciclagem C e N).
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4 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

A silvicultura sempre se baseou no conhecimento das propriedades fisicas e quimicas
para avaliar a capacidade do solo em desenvolver florestas produtivas. Nos ultimos anos, a
necessidade de avaliar estas propriedades tem aumentado, devido ao interesse do publico em
determinar as consequéncias das praticas de manejo na qualidade do solo e relagdo a
sustentabilidade das fungdes do ecossistema florestal, além da produtividade das plantas
(SCHOENHOLTZ; MIEGROET; BURGER, 2000).

O eucalipto, planta originaria da Austrélia, foi trazido ao Brasil, adaptou-se as
condic@es climaticas e ao solo, fatores estes altamente favoraveis para o seu desenvolvimento
(VECHI; JUNIO, 2017). A diversificacdo do uso da madeira vem ganhando importancia no
cenario mundial por substituir produtos oriundos de fontes de recursos ndo renovaveis.
Utilizar materiais oriundos de fontes renovaveis, como as florestas plantadas, ¢ importante
para minimizar a pressdo sobre as florestas nativas e contribuir para a manutencdo da
qualidade de vida do planeta (JUNIOR; COLODETTE, 2013).

Desta maneira, ao longo do tempo, o eucalipto vem sendo propagado nos diversos
estados brasileiros e a sua utilizacdo passou a agregar alto valor econdmico a comercializacao,
despertando atencdo ao melhor aproveitamento da planta, pois a mesma é de rapida producéo
(JUNIOR; COLODETTE, 2013).

A colheita do eucalipto para madeira gera residuos das arvores, os quais nao sao
aproveitados pela industria madeireira e normalmente sdo deixados no campo causando danos
ao ambiente (libera 6leos dos residuos nao permitindo que as plantas se multipliquem naquele
local), além de acabar atrapalhando os produtores na continuidade do manejo do solo. Os
residuos sdo compostos de folhas, galhos, dpice da arvore e casca. Para que seja realizado um
melhor aproveitamento, pode ser realizado a pirdlise deste material, transformando em
biochar (LEl; ZHANG et al., 2013).

Quando se reutiliza esses residuos para produzir biochar, ele pode atuar reduzindo a
necessidade de uso de fertilizantes quimicos, atuar como condicionador de solo, aumentar a
produtividade, reduzir os impactos ambientais, auxiliar no aumento da microbiota do solo, e

influenciar no melhor desenvolvimento das plantas (KANOUO et al., 2017).
4.1 CARACTERIZACAO DO BIOCHAR

O termo biochar surgiu das Terras Pretas de Indio, na bacia amazdnica, dreas com até

dois metros de profundidade, onde o solo apresentava-se rico em carvao e matéria organica. A
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ocorréncia da terra preta somente ¢ identificada em 4areas habitadas, isso indica que
provavelmente o homem ¢ o responsavel por sua criagdo (NEVES, 2004).

Foi constatado que o teor de carbono destes solos ¢ de até cinco vezes maior que os
solos adjacentes. A explicacdo para o maior acumulo de carbono foi atribuida a riqueza do
biochar em compostos poli aromaticos condensados, cujos tem resisténcia a degradagdo
térmica, quimica e luminosa, conferindo estabilidade do carbono que foi adicionado ao solo
(NOVOTNY et al., 2009).

Alguns cientistas sugerem que essa terra preta era gerada através do corte para limpeza
da vegetacdo e a queima dos residuos posteriormente dentro de uma cova coberta. Através
dessas teorias foram desenvolvidas formas de produzir o que hoje chamamos de biochar
(TALBERG, 2009).

Biochar ou biocarvao ¢ o termo adotado para toda biomassa carbonizada, produzido
pela queima de matéria organica, como madeira e residuos sob baixas concentragcdes de
oxigénio, sendo sdlido a base de carbono obtido por pirdlise de biomassa, a mesma ¢
composta em grande parte por compostos organicos, como celulose, hemicelulose e lignina
(FAHMI et al., 2008).

As temperaturas de pirdlise geralmente empregadas variam de 300 a 1000 ° C.
Durante a pirdlise, a dgua e os compostos organicos da biomassa podem volatilizar,
aumentando assim o conteido aromatico. A fonte de biomassa e a temperatura de pirolise
afetam as propriedades fisico-quimicas do biocarvao obtido. Por exemplo, a temperatura de
pirdlise € o principal controle na razdo atdmica e na composicao estrutural (LIU et al., 2010).
Embora a biomassa bruta seja ligeiramente acida, a pirdlise em altas temperaturas aumenta
sua alcalinidade (AL-WABEL et al., 2017).

E um material rico em carbono (contém mais de 50% de carbono), pode aumentar o
rendimento das culturas e reduzir a emissdo de gases do efeito estufa (CO2, CHs e N>O),
melhorar a qualidade do solo, diminuir a lixiviagdo de nutrientes, reduzir os requisitos de
irrigacdo e fertilizantes, e melhorar a microbiota do solo (LI et al., 2017), o biochar apresenta
alteragcdo nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos solos (BUTNAN et al., 2015;
OLESZCZUK et al, 2014 ).

Atraiu a aten¢do da comunidade cientifica devido a sua aplicabilidade promissora em
diferentes areas (QIAN et al., 2015). A adigdo de biochar pode afetar as propriedades fisicas
do solo através de meios indiretos e diretos (BURRELL et al., 2016). Pode contribuir para
aumentar o pH, corrigindo os solos acidos, disponibilizar nutrientes, € melhorar a fertilidade

do solo (LIMA et al., 2015). Nas condi¢des bioldgicas do solo, o biochar age influenciando a
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composicao, a diversidade e a atividade microbiana do solo (WANG et al., 2015; PAN et al.,
2016).

4.2 MICRORGANISMOS DO SOLO

4.2.1 Ciclo do Nitrogénio

Enquanto as plantas, por meio da fotossintese, fazem a conexdo da atmosfera com o
solo, os microrganismos (cerca de 70 %), s@o os responsaveis diretos pelo “funcionamento”
do solo, participando de processos que vao desde a sua génese até a decomposicao de residuos
organicos, resultando na reciclagem dos nutrientes minerais utilizados pelas raizes das plantas
(22%) , depositados em seus tecidos € macrofauna (8%) apresenta uma estreita inter-relagéo
com os componentes fisicos e quimicos, os quais influenciam em conjunto ndo s6 a
produtividade das culturas, mas também a sustentabilidade dos sistemas agricolas (MENDES
etal., 2019).

O nitrogénio ¢ o nutriente mais abundante na atmosfera, correspondendo a cerca de
78% de sua fracdo gasosa. Contudo, em sua forma molecular (N2), ¢ um gas inerte que nao
reage quimicamente em condi¢des naturais, ndo sendo prontamente assimilado pelas plantas
(BACA et al., 2000).

O ciclo do nitrogénio, mediado quase em sua totalidade por microrganismos, ¢
responsavel pela ciclagem desse elemento no ambiente (Figura 1). Dentre os processos
microbiologicos do ciclo do nitrogénio, destacam-se a fixagdo biologica do nitrogénio (FBN),
a amonificagdo (transforma¢do do N orginico em N mineral ou inorgénico) e a nitrificacido
(conversdo do aménio (NH4") ou aménia (NH3") a nitrato (NO3"), consideradas como uma
das etapas mais importantes do ciclo do nitrogénio (VARGAS; HUNGRIA, 1997,
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; DIAS, 2016).



Figura 1: Esquema simplificado do ciclo do nitrogénio; as flechas em verde indicam o caminho do nitrogénio
dentro do ciclo; as caixas em verde indicam os produtos dos processos de transformacdo do nitrogénio; as
palavras em negrito indicam os processos de transformagao do nitrogénio.
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Os microrganismos sdo sensiveis a alteracdes ou perturbacdes feitas no solo
principalmente os fixadores de nitrogénio, amonificadores e nitrificantes (INNEREBNER e¢
al., 2006; ABRIL, 2003; BIEDERBECK et al., 2005).

A entrada do nitrogénio em sistemas bioldgicos pode ocorrer de trés maneiras: por
descargas elétricas (10% da contribuigcdo global), através da produgdo de adubo pela industria
de fertilizantes (25% da contribuicdo global) ou pela fixacdo biologica do nitrogénio (FBN)
(60% da contribui¢do global), sendo este processo o maior responsavel pela disponibilizagao
de nitrogénio para o solo em ecossistemas naturais (DOBEREINER, 1992; BACA et al,
2000; BALDANI; BALDANI, 2005).

As bactérias e arqueias que atuam no grupo de microrganismos do solo que realizam o
processo de fixacdo biologica do nitrogénio, a principal entrada de nitrogénio no solo em
ecossistemas naturais (VARGAS; HUNGRIA, 1997). Estes possuem a enzima nitrogenase,
capaz de romper a tripla ligacdo ente as duas moléculas de nitrogé€nio, posteriormente
reduzindo-as a NH3 (forma assimilével de nitrogénio pelas plantas) (SIQUEIRA et al., 1994).

As duas unidades do complexo enzimatico da nitrogenase interagem cooperativamente

durante o processo de FBN, onde a dinitrogenase redutase, ou Ferro proteina, ¢ responsavel
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pela transferéncia de elétrons para que ocorra a redu¢ao do N2, e, em virtude de sua atividade
redox, geralmente ¢ mais sensivel ao oxigénio que a dinitrogenase propriamente dita. A
dinitrogenase, por sua vez, ¢ a enzima que apresenta o sitio ativo da reagdo, onde sao
encontradas condi¢des adequadas para a redugdo do N (REIS; TEIXEIRA, 2006). A reagao
esta representada abaixo.

Nitrogenase

N, +8H '+ 8¢ + 16 ATP —— 2 NH3 + 16 ADP + 16 PO44> + H> (1)

Apds a reducdo do N2 a NH3", a aménia em contato com dgua presente no citoplasma
das bactérias é rapidamente convertida em amonio (NH4"), que, por sua vez, inibe a fixagdo
do nitrogénio, precisando entdo, ser transportada para fora da célula (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; REIS; TEIXEIRA, 2006).

As bactérias e arqueias responsaveis pelo processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio
sdo chamadas de diazotroficas e podem ser chamadas de bactérias associativas, que vivem na
rizosfera, colmo ou dentro da planta hospedeira, podendo resultar na formacdo de nodulos
nas raizes quando leguminosas, ou de vida livre, podendo sobreviver livremente no solo e
colonizar a rizosfera, ou o interior e superficie das plantas (EVANS; BURRIS, 1992). Sendo
as bactérias diazotroficas de vida livre as mais abundantes e também as primeiras a serem
reconhecidas e estudadas.

Os microrganismos do solo estdo envolvidos em diferentes processos, na
decomposi¢do de matéria organica, fixacdo biologica de N, acdo antagdnica a patdgenos,
producao de substancias de crescimento e ciclagem de nutrientes (MELO et al., 2014).

A entrada de matéria organica no solo institui um ambiente favoravel para a atividade
microbiana (BALOTA; CHAVES, 2011). As bactérias que participam ativamente do ciclo do
nitrogénio, exercem um importante papel na decomposi¢do de matéria organica que pode
estar presente nos restos vegetais e animais depositados na superficie ou perfil do solo
(serapilheira, biomassa, humus, matéria organica, etc.), € na forma inorganica através do
nitrogénio gasoso N> contido na atmosfera, 6xido nitroso (N2O), amonia (NH3") ou na forma
de fons (NOs", NO2", e NH4", etc.) (BRANDAO, 1992).

Na forma orgénica existem bactérias que atuam na transformagao do N organico em N
mineral (inorganico), processo também denominado de amonificacdo, o amonio, resultante do
processo € o substrato para o processo de nitrificagdo (OCHOA et al., 2015).

A amonifica¢do ¢ o processo de desaminacdo de compostos organicos nitrogenados
(R-N2 — NH4"), onde, pelo processo de decomposi¢do ou como residuo da fixagdo bioldgica

de nitrogénio, ocorre a liberacdo de amonia (NH3"). Ao entrar em contato com a agua do solo
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a amonia forma hidroxido de aménio que, ao ser ionizado produz amoénio (NH4 "), tornando-se
prontamente assimilavel pelas plantas (FAGERIA et al, 2011; YANG et al, 2018). A
predominancia de amonio ou amonia depende da faixa de pH do meio, sendo as faixas de pH
mais acido favoravel a sintese de amodnio enquanto faixas de pH mais basico favorecem a
sintese de amonia (DIAS, 2016).

O processo de amonificacdo pode ser realizado por uma diversa gama de
microrganismos, sendo o amonio resultante da reacdo substrato para o processo de
nitrificacdo, iniciado por um grupo especifico de bactérias e arquéias, denominadas bactérias
oxidantes de amoénio (AOB) e arquéias oxidantes de amodnia (AOA) respectivamente
(OCHOA et al., 2015).

O amonio pode ficar retido no biochar, quando os microrganismos amonificadores se
encontram em simbiose com o mesmo, assim pode ser absorvido pelas plantas ou por outros
microrganismos do solo e (VICTORIA et al., 1992) em condi¢cdes ambientais especificas,
também pode ser lixiviado pela 4gua que percola no perfil do solo (TRIVELIN et al., 2002).

Tendo em vista a importancia ambiental desses microrganismos, torna-se relevante a
sua quantificacdo, principalmente no monitoramento de sistemas bioldgicos de tratamento
desenvolvidos para promover a nitrificagdo (RAIJ, 2011; OCHOA et al., 2015).

A nitrifica¢do ocorre principalmente nas camadas mais superficiais dos solos, ja que as
bactérias e Arqueas oxidantes de amoOnio necessitam de oxigénio para sua respiragdo,
consequentemente hd uma limitagdo do processo em solos ricos em argila e com maior grau
de compactacao (DIAS, 2016).

A nitrificacdo ¢ mediada por um grupo de microrganismos denominados bactérias
oxidantes de amodnio (AOB), pertencente principalmente aos géneros Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrospira, Nitosolobus e Nitrosobrio, catalisada pelas enzimas amonia
monoxigenase (AMO), responsavel pela conversdo da NHs" em hidroxilamina (NH,OH) e
hidroxilamina oxiredutase (HAO), responsavel pela oxidacdo da hidroxilamina a nitrito
(Equagdes 2 e 3 respectivamente) (ANDRADE, HAMAKAWA; MIYAZAWA, 1994;
FAGERIA, 2014; MORO et al., 2016).

AMO
NH4" + 2H" + O2 + 26" =—————— NH>OH + H20 (2)

HAO
NH2OH + HoO =y NO2 + 4 + 5H* (3)
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A enzima amoOnia monoxigenase também ¢ capaz de oxidar uma variedade de outros
compostos de baixo peso molecular como fenol, metanol e compostos halogénicos e alifaticos
(PAUL, 2014).

As arquéias oxidantes de amoénio (AOA) possuem genes homodlogos a amonia
monoxigenase, apresentando um importante papel no processo de nitrificagdo em ambientes
terrestres e aquaticos (OCHOA et al., 2015). Sendo que as AOA tem capacidade de crescer
tanto em ambientes com baixa tanto em alta concentragdo de amodnia, enquanto as AOB
demonstram melhor capacidade de crescimento em ambientes com alta contragdo de amonia,
indicando uma maior afinidade das AOA a amoénia em relagcdo as AOB (VERHAMME et al.,
2011; OCHOA, et al., 2015).

J& a nitratagdo ¢ mediada por bactérias oxidantes de nitrato (NOB), exclusivas do
género Nitrobacter, através da enzima nitrito oxiredutase, responsavel pela oxidagdo do nitrito
a nitrato (Equacdo 4). O nitrato ¢ uma das principais formas de nitrogénio assimilavel pelas
plantas, sendo também a forma mais mével de N inorganico no solo (PAUL, 2014; OCHOA
et al., 2015).

Nitrito oxiredutase

2NOz2 + O2 =P 2NOs3 (4)

A nitrata¢do € uma conversao que ocorre rapidamente, assim, raramente ocorre
acumulo de nitrito no solo (ANDRADE, HAMAKAWA; MIYAZAWA, 1994; MORO et al.,
2016).

4.2.2 Ciclo do Carbono

Estudos com doses de biochar indicam aumento da fertilidade do solo € manutencao
ou favorecimento da vida microbioldgica do mesmo (SANTOS, 2013). Manya (2012) afirma
que o biochar tende a elevar a area superficial especifica e porosidade podendo favorecer a
capacidade de sor¢do e aumentando a biomassa microbiana do solo.

De acordo com Mechri e colaboradores (2014) as mudangas na biomassa microbiana
do solo podem ser atribuidas ao fato de que alguns acidos fenolicos poderem ligar-se a uma
fonte de carbono adicional, que estimula o crescimento da microbiota do solo. A biomassa
microbiana de um solo sdo excelentes indicadores de fertilidade, porque eles respondem
ativamente e diretamente a alteragcdes no solo e o meio ambiente, particularmente o efeito de
sistemas de producao (VAN DIEPENINGEN et al., 2006).

O biochar tem efeitos variaveis em diferentes solos, por isso, 0s microrganismos sao

catalisadores que desempenham um papel importante na modulacdo das respostas dos
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ecossistemas as mudangas abidticas (no estado nutricional do solo ou na qualidade da matéria
organica do solo) e condigdes bidticas (WANG et al., 2015).

A respiragao do solo ¢ muito sensivel as mudangas ambientais porque pode ser afetada
por uma variedade de fatores, como temperatura do solo, umidade do solo (DAVIDSON et
al., 1998), comunidade microbiana, serrapilheira superficial e tipos de vegetacdo (YAN et al.,
2006; FEKETE et al. 2014). Uma pequena mudanga na respiracao do solo pode ter impactos
profundos sobre o balanco global C e consequentes feedbacks as mudangas climaticas
(DAVIDSON; JANSSENS, 2006). Portanto, mensuracdo da respiracao do solo em resposta a
mudangas ambientais torna-se relevante como fonte de informagdes sobre a influéncia do uso
da terra na atividade microbiana (FEKETE et al., 2014).

Caracteristicas microbiologicas, abunddncia e atividade de microrganismos sdo
geralmente utilizados como indicadores de fertilidade do solo e sustentabilidade, tentando
explicar a multifuncionalidade dos organismos que sdo sensiveis a impactos produzidos no
solo (OCDE, 2001).

A glomalina é uma glicoproteina de natureza hidrofdbica e recalcitrante. Sua presenca
no solo favorece a estabilidade de agregados, o sequestro de metais pesados, e 0 estoque de C
e N. Ela atua como agente cimentante na formacéo e estabilidade de agregados (WRIGHT;
UPADHYAYA, 1998) o que contribui com melhorias nos aspectos fisicos, quimicos e
bioldgicos do solo melhorando a porosidade, a capacidade de infiltragdo e retengdo de agua,
os teores de matéria organica (RILLIG et al., 1999). Conhecer os estoques de glomalina em
diferentes ecossistemas pode ajudar a compreender melhor sua dindmica (SOUSA et al.,
2012) e suas relagcdes com a estabilidade dos agregados e com os estoques de carbono do solo,
principalmente em solos pouco desenvolvidos.

A formacdo e estabilizacdo dos agregados estdo também ligados a acdo dos fungos que
através do crescimento de hifas e secrecdo de substancias, em especial a glomalina, contribui
nesse processo. As comunidades de fungos micorrizicos arbusculares (FMA’s) organismos
que influenciam na producéo de glomalina e consequentemente nas concentragdes de carbono
no solo (NOBRE, 2014).

4.2.3 Enzimas do Solo

Os processos biogeoquimicos, que resultam na ciclagem de nutrientes, sdo mediados
pelos microrganismos, raizes das plantas e animais do solo. Todas as rea¢des bioquimicas

envolvidas nesses processos sdo catalisadas por enzimas intra ou extracelulares
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(TABATABALI, 1994). As enzimas catalisam todas as reagdes metabodlicas intracelulares que
ocorrem nos seres vivos. Além disso, as enzimas extracelulares desempenham papel
fundamental, atuando em varias reag¢des hidroliticas e oxidativas que resultam na
decomposicdo de residuos organicos (ligninases, celulases, proteases, glucosidases,
galactosidases), ciclagem de nutrientes (fosfatases, sulfatases, urease), formacdo da matéria
organica do solo e da estrutura do solo (MENDES et al., 2019).

O impacto do biochar na atividade enzimatica do solo depende do tipo de solo, da sua
interagdo com os substratos alvos das enzimas, do pH ideal da enzima alvo (BAILEY et al.,
2011). Por sua vez, o efeito do pH depende da composi¢do quimica do residuo, que também
pode influenciar os nutrientes do solo (FOSTER et al., 2016).

O biochar possui potencial de neutralizagdo da acidez do solo, tornando o meio
propicio para os microrganismos ¢ também favorece o aumento de carbono organico. Assim
melhora a retencdo de nutrientes que se tornam acessiveis aos microrganismos na superficie
da particula do solo (LEHMANN et al., 2011).

A atividade enzimaética do solo ¢ um bom indicador de sua qualidade porque € sensivel
a alteracOes. As enzimas como B-glucosidase e urease podem ser consideradas como um
indicador de qualquer perturbacdo no solo e desempenham um papel importante na
transformacéo de carbono e outros nutrientes (JAIN et al., 2016).

A enzima B-glucosidase hidrolisa os residuos da celobiose, atuando no processo final
da decomposi¢do da celulose (EIVAZI; TABATABAI, 1988); podem ser indicadores sensiveis
a irrigacao do solo, as condicdes de temperatura e de umidade, sendo sensiveis a impactos no
solo. O aumento da enzima B-glucosidase acompanha o incremento da matéria organica do
solo (MOS), quando a MOS comeca a se consolidar em materiais mais recalcitrantes e
estaveis, os microrganismos podem se multiplicar (ABRIL et al., 2005; PAUL; CLARK,
1989, ABRIL, 2003, BIEDERBECK et al., 2005).

A urease, outro importante indicador enzimatico de qualidade do solo, participa da
mineralizagdo do nitrogénio, um dos principais nutrientes exigidos pelas plantas. Esta ¢ uma
enzima que realiza a hidrélise da uréia em dioxido de carbono e amoénia (TABATABALI,
BREMNER, 1972).

Portanto, a utilizacdo e estudo sobre a influéncia do biochar nas culturas e seu
desempenho no solo sdo de extrema importancia, onde objetiva-se alta produtividade
agredindo o minimo possivel o meio ambiente. O estudo dos efeitos do biochar sobre as

propriedades microbianas do solo é de fundamental importancia, uma vez que essa ¢ uma
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variavel sensivel as mudancas do meio e € indicadora da qualidade do solo (KHADEM;
RAIESI, 2017).

As relagdes de diversidade microbiana nos solos com biochar também foram pouco
abordados, porém estudos tém mostrado que ambas as técnicas tradicionais de isolamento de
microrganismos do solo, como também técnicas moleculares independentes de cultivo, que
possibilitam o melhor acesso a diversidade microbiana no solo (CHEN et al., 2013;

NAVARRETE et al., 2010).
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente projeto de dissertacdo estd vinculado ao projeto de pesquisa “Biochar em
solos sob plantio de eucalipto: aspectos agrondOmicos e ambientais” vinculado ao contrato de
parceria técnica Campos Verdes Agroflorestal/Embrapa - Biochar - SAIC/AJU n°
21500.16/0145-6, projeto co-Financiado na Embrapa 33.17.00.031.00.00 (c6digo no Sistema
Embrapa de Gestao), que foi inicialmente coordenado pela Claudia Maia e atualmente pela

Lucilia. A empresa Campos Verde Agroflorestal que ¢ associada ao Grupo

SLB (http://www.slbgroupe.com), do qual faz parte a SLB do Brasil.

5.1 AREA EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado na Fazenda Esperanca, propriedade da Urophylla
Agroflorestal Ltda, associada a SLB do Brasil, localizada em Sao Jeronimo da Serra, Parana,
23°47°33” S 50° 39’ 16” W, em altitude média de 1.116 metros. A éarea apresenta um relevo
variando de plano (0% a 3% de declividade), suave ondulado (3% a 6% de declividade) e
suave ondulado a ondulado (6% a 10% de declividade) (figura 2).

O clima na regido é classificado como Cfb, segundo Koppen, quente e temperado. A

temperatura média é 17,9 °C e a pluviosidade média anual de 1442 mm.

Figura 2: Vista aérea da area experimental de estudo (delimitada pela caixa vermelha).

Fonte: Google Earth.


http://www.slbgroupe.com/
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O solo é um Latossolo Vermelho- Amarelo, distrofico tipico, de textura argilosa,
(DOS SANTOS et al., 2018), com horizonte A umido. Antes do plantio de eucalipto, a area

encontrava-se mantida com o cultivo de Braquiaria (Brachiaria spp) para fins de pastejo.
5.2 ADUBACAO E PLANTIO

Para caracteriza¢do quimica inicial da area, coletaram-se 48 amostras indeformadas na
camada de 0-10, 10-20, e 20-40 cm ao longo do relevo. Baseado nos resultados de analise
quimica do solo (Tabela 1) calculou-se a calagem para eucalipto através do seguinte
procedimento (GONCALVES, 1995): 10{[20-(Ca+Mg)]/PRNT}, em T/ ha'!. Sendo Ca+ Mg,
dados em mmol./dm? solo. Obteve-se a média de 1,625 cmolc/dm® de Ca+Mg, para a camada
0-20 c¢cm, ou 16,25 mmolc/dm®. Considerando um PRNT de 100%, chegou-se a: 10{[20-
(16,25)/ 100} = 375 kg/ ha', a ser incorporado na camada 0-20 cm.

Tabela 1: Analise quimica de rotina e anélise granulométrica de amostras da &rea experimental. pH= Potencial

hidrogenidnico; Ca>*=Calcio; Mg?'= Magnésio; AI*'= Aluminio; K*=Potassio; H+Al=acidez potencial; P=
fosforo.

H+AI" Ca® Mg K T Arein  Argila  Silte
0-10 4.2 5.1 24 11,5 1.4 05 0.3 13,7 518 326 156
10-20 4.2 5.0 23 11,9 1.0 03 0,2 134 509 358 133
20-40 4,1 5.0 2.8 12,3 0.7 0.1 0.1 13,2 482 374 144

A adubacdo foi feita com auxilio de matraca. Trés doses de adubo NPK foram
adotadas: zero; 120 g por arvore (dose de adubacdo reduzida) e 150 g por arvore (dose de
adubacdo completa) distribuidas em duas covas de 60 ou 75 g cada, a 10 cm da muda, no
sentido da linha. O adubo usado foi NPK 4:42:6, composto de mono-aménio fosfato (MAP),
superfosfato simples e cloreto de potéssio. As mudas de eucalipto (clone 144 do hibrido E.

urograndis) foram transplantadas no sistema rocambole no dia sete de novembro de 2017.
5.3 APLICACAO DE BIOCHAR

O biochar foi produzido a partir de pequenos cavacos de eucalipto, da madeira de
debaste de quatro anos de florestas de eucalipto, pirolisada lentamente, em pirolizador
SuperChar 1000, Carbon Gold@, na temperatura de 450 °C durante 8 horas. O biochar
apresentou 0,16 Mg m™ de densidade, 1,57 Mg m= de densidade de particula. O biochar
apresenta os seguintes compostos: 8,34% Cinzas (base seca); 3,63 % Umidade; e 27,75% de
material volatil. O pH CaCl> foi de 6,14. O material foi moido até obter tamanho de

particulas menores que 10 mm.
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Na data de 10 de outubro de 2017, o biochar foi aplicado a lanco na superficie do solo,
em uma faixa de 1,0 m, estando a linha de plantio no centro desta faixa e em 16 de outubro de
2017 incorporou-se o biochar ao solo, na profundidade de 0,15m, com duas passagens de
grade de disco ajustada na largura de 1 metro. Cada planta de eucalipto recebeu a aplicacdo de
1 kg de biochar, resultando em 9 kg aplicados por sulco de plantio. A dose de biochar

utilizada para todo o experimento foi de 3,23 Mg ha'..
5.4 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental instalado foi em blocos casualizados em parcelas
subdivididas, com esquema fatorial 2x3 sendo com e sem biochar e foram estabelecidos trés
tratamentos: sem fertilizante; dose de fertilizante reduzida em 20% e dose de fertilizante
comercial completa. O experimento foi dividido em parcelas variando os tratamentos: com
aplicagdo de biochar na dose de 3,23 Mg ha! (B1) e sem aplicagio de biochar (B0). Os
tratamentos secundérios foram: sem adubagio (F0), adubagio completa (150 g planta™ de
04-42-06 de NPK aos 15 dias da cultura do eucalipto (F2), 200g planta™ de 15-05-30 de NPK
+ 1% de B e Zn aos 90 dias e 110 g planta de KCl aos 9 meses) e adubacio reduzida (uso de
apenas 80% da adubagdo completa) (F1). Contendo 4 blocos, sendo 6 parcelas por bloco,
totalizando 24 parcelas experimentais (Figura 4).
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Figura 3: Layout do experimento.
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oito mudas que foram temporérias, que foram retiradas aos 3 meses de idade para avaliacéo
de raizes e coleta de solo rizosférico.

O espagamento entrelinhas foi de 3 m e entre mudas 1,5 m, sendo que o espagamento
entre mudas definitivas é de 3 m. Todas as parcelas foram totalmente cercadas por uma linha

de bordadura.
5.5 AVALIAC()ES MICROBIOLOGICAS REALIZADAS

Foram realizadas trés coletas de solo (tabela 2), utilizado para a amostragem de solo
as linhas centrais de plantio, especificamente nas 8 plantas centrais (figura 4) e 8 pontos em
zigue- zague aleatoriamente na parcela, préximo as mudas de eucaliptos, sendo coletadas com
o trado holandés (0- 10 cm), oito amostras simples dentro de cada parcela para formar uma
amostra composta. Posteriormente acondicionado em caixa térmica com gelo até a chegada ao
Laboratorio de Biologia Molecular Microbiologia (SULEIMAN et al., 2013). O solo foi entdo

peneirado, em peneira de 2 mm para remog&o de raizes.
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Figura 4: Croqui coleta de solo microbioldgico, 0 solo amostrado em zigue — zague, com 8 pontos aleatdrios
préximos as plantas. Solo das 8 plantas centrais como demonstra o croqui usado a cima pela equipe da UEPG,
sendo as 8 plantas centrais das 2 linhas centrais, com marcacdo em marrom. O retangulo representa o limite da
parcela.
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5.5.1 Avaliacdes Bioldgicas

Foram determinadas as atividades das enzimas relacionadas com o ciclo
biogeoquimico do carbono, nitrogénio, denominadas B-glucosidase e Urease,
respectivamente, assim como quantificado o carbono da biomassa microbiana, a respiragao
basal e a glomalina, além do nimero mais provavel dos amonificadores, oxidantes de nitrito e
fixacdo biologica de nitrogénio. Tais analises foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Molecular e Microbiana (LABMOM) da UEPG, e no Laboratério de Microbiologia do solo

da Embrapa Florestas.
5.5.1.1 Determinagdo da atividade enzimatica da urease

Determinada segundo método descrito por Kandeler e Gerber (1988). Apos
acondicionar 5g de solo em frascos (Frascos de 50 mL) com tampa, foi adicionado 2,5 mL de
solucdo de ureia (0,1 mol L) ou 2,5mL de 4gua destilada no caso do tubo branco.
Posteriormente, foi adicionado 20 mL de tampao borato (pH 10) (30g de tetraborato de-s6dio
(livre de agua) — ajuste de pH com NaOH (20%)). Apds incubagao das amostras a 37 °C por 2
horas, a reagdo foi interrompida pela adicdo de 30 mL da solugcdo de KCI acidificado (1M)
( 74,6g de KCl em 300 mL de agua destilada e adicionado 10 mL de 1M HCIl (32% HCl = 10
M) / 1000 mL) e agitado por 30 minutos a 25°C — 28°C.

Imediatamente apos adicionar a solucdo do KCI (1M) no branco, adicionou -se 2,5 mL
da solucdo de ureia. Apds a agitacdo aliquotas de 1,4 mL da suspensdo de solo foram
transferidas para microtubos de 2 mL e centrifugadas a 22.000 G-force/100mm por 10 min.
Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi retirado e misturado com 9 mL de agua destilada, 5

mL da solucéo salicilato (5%) / nitroprussiato de sodio (0,1%) / hidroxido de sodio (0,12%) e
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2 ml da solucdo de dicloroisociandrico de sédio (0,1%), deixando 1 hora em repouso em
temperatura ambiente. Entdo, mediu-se a densidade dtica a 690 nm em espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1800. Todas as analises foram feitas em triplicata biologica.

Para a curva de calibragdo realizada em um tubo de ensaio de vidro, foi preparada uma
solucdo estoque de 100 ug NH4-N mL!, a partir da adi¢do de 1 mL da solugdo de cloreto de
amonio (1000 pg NH4-N mL™) a 9 ml da solugdo de KCI (1M). Essa solucdo foi diluida 10X,
resultando na solugdo que foi usada para elaborar a curva de calibragdo apresentada na Tabela

2.

Tabela 2: Curva de calibragao para determinagdo da concentracdo de amonio.

Concentragdo de Cloreto de aménio (10 pg Agua destilada
NH4-N (ug mL™) NH4-N mL") (mL) (mL)
0,00 0 9,00%*
0,50 0,5 9,50
1,00 1,0 9,00
1,25 1,25 8,75
1,50 1,50 8,50
1,75 1,75 8,25
2,00 2,00 8,00

*Adiciona 1 mL da solugdo de KCI (1M) para atingir o volume final de 10mL.

A cada dilui¢do foi adicionado os 5 mL da solucdo salicilato (5%) / nitroprussiato de
sodio (0,1%) / hidroxido de sédio (0,12%) (1:1:1) e 2 mL da solugdo de dicloroisociantrico
(0,1%) deixando 1 hora em repouso em temperatura ambiente. Fez-se a leitura como
mencionado para as amostras.

Para calcular a atividade da enzima urease, basecada na determinacdo da reacgdo:

(NHz) -:CO + H20 - > CO> + 2NH4 (N amoniacal), foi aplicada a seguinte formula:

ng NHs-N gl secoh'=((A-B)/F)xVxD (5)
M x ms

A = absorbancia da amostra

B = absorbancia do padrao (branco)

F = equacgdo da reta (coeficiente angular)

V= volume da amostra/ reagentes

D = fator de diluicao geralmente ¢ 10x

M = peso do solo analisado (5g)

ms (massa seca) = fator da matéria seca (umidade).
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5.5.2 Determinagdo da Enzima Beta -Glucosidase

A atividade da enzima Beta -Glucosidase foi determinada seguindo a metodologia
descrita por Tabatabai (1982) e adaptada por Eivazi e Tabatabai (1988). Essa baseia-se na
determinacdo do p-nitrofenol liberado apds incubacdo do solo com substrato p-nitrofenil
glucosidade. Um grama de solo (livre de residuos organicos) foi colocado num frasco de 50
mL, seguido de 4 mL de MUB a pH 6.0 ( MUB = 12.1g de THAM (Tris (hydrxymethyl)
aminomethan), 11.6g de acido maleico, 14.0g de - acido citrico monohidratado, 6.3g de acido
borico, 488 mL de hidréxido de sédio (1M), completando para 1000mL com &gua destilada).

Posteriormente 2,0 mL de para-nitrofenol (PNG, 0,1 %), foi adicionado a todos os
frascos excetos nos controles (branco) e o frasco incubado por uma hora a 37° C com tampas
de borracha (para evitar evaporac¢édo). Entdo foi adicionado 1 mL de CaCl; (0,5 M) e 4 mL de
THAM (12.2 g de Tris-Hydroxymethyl-Amino-Metano (THAM) em 1000 mL de agua
destilada, ajustando o pH para 12, com NaOH 0.5M (aproximadamente 15 mL)) a pH 12. Por
fim, 1 mL de PNG foi adicionado aos controles, e as amostras foram filtradas usando papel de
filtro Whatman n°. 2. A leitura da densidade Optica foi feita a 420 nm no espectrofotbmetro
Shimadzu UV-1800. Dilui¢des foram realizadas em agua destilada, quando necessario.

Para calcular a atividade da enzima beta — glucosidase, a qual catalisa a seguinte reacao:

Glicosideo-R + H20 -> glicose + R-OH, foi aplicada a seguinte formula:

ug p-nitrofenol /gxh=(A-B)xFx D (6)
M x ms

A = absorbancia da amostra

B = absorbancia do padrao (branco)

F = equacdo da reta (coeficiente angular)

D = fator de diluicao geralmente ¢ 10x

M = peso do solo analisado (1g)

ms (massa seca) = fator da matéria seca (umidade).

Obs.: Para cada amostra foi realizado 3 repeti¢6es bioldgicas mais o controle.

Para a curva padrdo da beta -glucosidase, foi preparado a solucdo estoque de p-
nitrofenol (para-nitrofenol), dissolvendo 5 g de p-nitrofenol (Sigma 104-8) em 500 mL de
H2O destilada, armazenado sempre em geladeira a solucdo. Para preparar a curva foi entéo
diluido 1mL da solucéo estoque padrdo em 100 mL de &gua destilada num baldo volumétrico
(= “Solugdo padrio diluida”), a partir dela pipete-se aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL da
“solucdo padrdo diluida” em erlenmeyers de 50 mL, completando com agua destilada para

5mL (explicando melhor a preparacdo da curva tabela 3) e procede como se fosse uma
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amostra de solo, ou seja adiciona 1 mL de CaCl20.5M; 4mL de NaOH, mistura e filtra. Essas

aliquotas representardo 0, 10, 20, 30 40 e 50 ug de p-nitrofenol.

Tabela 3: Curva de calibragdo para determinacdo da concentragdo de p-nitrofenol.

Concentracdo mL de agua mL de solucdo padréo CaCl2( NaOH
(ug de p-nitrofenol) diluida mL) (mL)

0 5 0 1 4

10 4 1 1 4

20 3 2 1 4

30 2 3 1 4

40 1 4 1 4

50 0 5 1 4

** Observagdo importante: Se as amostras excederem o ponto da curva padrdo referente a 50 ppm
(ug/l), as amostras devem ser diluidas preferencialmente com THAM 0.1 M, pH=10 ou com agua destilada,

até que a leitura caia dentro dos limites da curva de calibragao.

5.2.3 Determinagdo do Carbono da Biomassa Microbiana (BMC)

Para a determinagéo do carbono da biomassa microbiana do solo utilizou-se adaptacéo
da metodologia de fumigacdo-extracdo proposta por Vance e colaboradores (1987). O
processo de fumigacdo consistiu em incubar 20 g de solo imido das amostras em dessecador
ligado a bomba a vécuo, sob atmosfera de cloroférmio, retirando-se o ar do interior do
dessecador com auxilio de uma bomba de vacuo, repetindo esta operacao até a percep¢do do
borbulhamento dos 50 mL de cloroférmio. Apds 18 horas de fumigacdo no escuro, as
amostras fumigadas e ndo fumigadas segue-se 0 mesmo procedimento das amostras
fumigadas, apenas foi substituido o cloroférmio por agua destilada no dessecador, apos
seguiram para o processo de extracdo. Para tal, foram adicionados 20 mL da solucdo de
K2SO4 (0,5 M) com pH ajustado para 6,5-6,8 e os frascos foram agitados por uma hora em
agitador horizontal a 220 rpm. Um volume de 20 mL de cada amostra foi transferido para
tubos Falcon os quais foram centrifugados por 8 minutos a 448 G- Force/100mm.
Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado em papel filtro qualitativo e armazenado em
freezer -20 C°.

Os extratos filtrados foram utilizados para determinacdo do carbono microbiano por
titulagdo. Sendo assim, 8 mL do extrato ou 8 mL da &gua (no caso do branco) foram
transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida foi adicionado 2 mL de dicromato
de potéssio (66mM) (para oxidar o carbono), 5 mL de &cido sulfirico concentrado (para
auxiliar na reagéo de oxidacéo).

Depois de resfriado em capela (em torno de 30 min) foi adicionado 40 mL de acido

orto-fosforico (6,25%), 3 gotas de difenilamina (1%) diluida em &cido sulfurico concentrado.
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A titulagéo foi feita com sulfato ferroso amoniacal (33 mM), a partir da mudanca de coloragéo
de violeta para verde.

No método de fumigacdo-extracdo ocorre a liberagdo do carbono microbiano no solo
pelo rompimento da parede celular dos microrganismos ap6s a morte. O carbono microbiano
é recuperado pela extracdo quimica na presenca de sulfato de potassio, e posterior reacdo de
oxidacdo do dicromato de potassio em meio acido com sulfato ferroso amoniacal. O excesso
de dicromato é titulado com o sulfato ferroso amoniacal, determinando a quantidade de
dicromato utilizada na oxidacdo, assim, indiretamente a quantidade de carbono extraida
(JENKINSON; POWLSON, 1976; SPARLING; WEST, 1988).

Caélculo da concentracdo do Carbono extraido foi determinado pela férmula:

BMC (ug C/g solo) = (V2— V1) X M x 0,003 x 20 x 10° x F (7)

8 xms

Onde:

BMC = Carbono da biomassa microbiana

V2 = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo do controle (branco);
V1= volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagdo da amostra;

M = concentragcdo molar do sulfato ferroso amoniacal 0,033 M;

20 = volume da solucdo extratora de K2SO4 0,5M (20mL);

0,003 = nimero de equivalentes — gramas (meq ou Eq) do C;

8 = aliquota titulada do extrato 8mL;

10° = converséo da unidade g para ug;

ms = massa de solo seco;

F = fator de padronizagéo do sulfato ferroso amoniacal.

5.2.4 Respiracdo Basal e Quociente Metabdlico

A taxa respiracdo basal é estimada através da quantificacdo do CO; liberado do solo
durante um periodo de 7 dias de incubacdo, utilizando a metodologia proposta por Silva e
colaboradores (2007). Amostras de 50 g de solo foram colocadas em recipientes de vidro de
500 mL (frascos de conserva) hermeticamente fechados e, mantidas em estufa com
temperatura entre 28°C e 25C°. O CO: liberado foi capturado por 20 mL de uma solugéo de
NaOH (1 M). Apos 7 dias de incubagdo, o NaOH 1 M foi quantificado por titulagdo com
solugédo de HCI (0,5 M), sendo adicionado imediatamente antes 2 mL de BaCl, 10% (m/v),
para impedir que o0 Na,COs formado através do processo de respiracéo seja desdobrado em
NaOH + CO.. Posteriormente, foram acrescentadas trés gotas de indicador acido/base
fenolftaleina 1% (m/v) em etanol, realizando a titulacdo. Os dados da respiracéo basal do solo

foram obtidos atraves da seguinte formula:
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RBS (mg C de CO, Kg * solo hora 1) = {[Vb — Va) x M x 6 x 1000] / Ms}/T (8)

RBS= carbono oriundo da respiracdo basal do solo;

Vb (mL) = volume de &cido cloridrico gasto na titulagdo dos brancos;
Va (mL) = volume de &cido cloridrico gasto na titulacdo das amostras;
M = molaridade exata do acido cloridrico; (5 M HCI);

Ms (g) = massa de solo seco;

T = tempo de incubacgédo das amostras em horas.

Para a determinacéo do calculo do quociente metabolico do solo (qCO3) da respiracao

basal do solo usou — se a férmula abaixo:

qCO2(mg C - CO2- g 1BMS — C.h"Y) = RBS (mg C de CO2 Kg * solo hora ?) 9)
BMC (mg C. kg “*solo). 10

gCO2 = Quociente metabolico do solo;
RBS = Respiracdo basal do solo;
CBM= Carbono da biomassa microbiana.

5.2.5 Determinacdo de Glomalina no Solo

A extracdo de glomalina facilmente extraivel foi realizada seguindo a metodologia
adaptada de Wright e Upadhyaya (1998) Amostras de 1 g de solo foram colocadas em tubos
Falcon com capacidade para 15 mL e esses foram autoclavados por 30 minutos a 121°C apds
a adicdo de 8 mL de citrato de sédio (20 mM, pH 7). Ainda quentes, os tubos foram
centrifugados a 1798 G-Force/100mm por 20 minutos, e 0 sobrenadante coletado.

A extracdo da glomalina total foi realizada seguindo a metodologia de Wright e
Upadhyaya (1998) adaptada. Amostras de 1 g de solo foram colocadas em tubos Falcon com
capacidade para 15 mL e esses foram autoclavados por 60 minutos a 121°C ap06s a adicao de 8
mL de citrato de sddio (50 mM, pH 8). Esse procedimento foi repetido 4 a 6 vezes até a
solucdo atingisse coloracéo clara, ou seja, apos a coleta do sobrenadante, ao solo precipitado
foi adicionado citrato de sddio novamente e o tubo centrifugado.

A quantidade de glomalina foi determinada pelo ensaio de Bradford (BRADFORD,
1976), usando soro albumina bovina como padrdo e a leitura feita em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 595 nm espectrofotdmetro Metash— UV VIS 5100.

Para a curva padrdo da glomalina utilizasse reativo de Bradford[] (BRADFORD,
1976), o qual foi dissolvido 50 mg de Coomassie Brilhant — Blue G250 em 25 mL de etanol a
95%, adicionado 50 mL de &cido fosférico concentrado(P.A) (em capela), e completado com
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agua destilada suficiente para 100 mL, sendo esta a solucdo estoque mantida em frasco &mbar
a -4°C, para uso, foi realizado a dilui¢do (1:5) em baldo volumétrico completando com agua
destilada. Para simular a concentracdo da glomalina extraida, utilizasse PBS doubbeccos
0,0015 M/L pH 7,3 (5 g de cloreto de sddio; 0,29 de cloreto de potéssio, 1,15g fosfato de
sodio, 0,29 de fosfato de potéassio) e BSA (soro albumina bovina) 1 mg/mL. Para montar a
curva adicionou 1 mL de PBS nos 6 frascos que constitui a curva e fizemos a diluicdo
sucessiva de BSA (1mL), (Tabela 4).

Tabela 4: Curva Padrdo de Soro Albumina Bovina.

Tubos PBS Padrdao BSA []1 dos tubos
1 mg /mL
(mL) (mL) mg/mL

B 1 - -

1 1 1,0 500
2 1 1,0 do tubo 1 250
3 1 1,0 do tubo 2 125
4 1 1,0 do tubo 3 62,5
5 1 1,0 do tubo 4 31,5

Apos a diluigdo retirava-se 300 uL de cada tubo, adicionando em outro tubo de ensaio
com 3 mL reativo de Bradford, homogeneiza e aguarda por 5 minutos para poder fazer a

leitura como realizado nas amostras.
5.5.6 Diluicéo Seriada

Para realizacdo da diluicao seriada 10 g de cada amostra foram transferidas para
frascos Erlenmeyer contendo 90 mL de solugdo salina estéril (0,85% NaCl) e agitados em
agitador orbital por 20 minutos a 200 rpm.

Em seguida, foi realizada uma diluigdo seriada transferindo-se 1 mL do sobrenadante
para um tudo de ensaio contendo 9 mL de solugio salina estéril (0,85% NaCl) (diluigio 107?),
agitado em voértex por 30 segundos, dando continuidade ao processo até a diluigio 107,

(Figura 5).
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Figura 5: Esquema da diluigdo seriada.

R s et } 9 mi
Diliuicdo: 10 10-2 102 10+ 105 104
Fonte: Adaptado de CASAL et al., 2004.

5.5.7 Quantificagao de Microrganismos Amonificadores

Os microrganismos amonificadores foram quantificados pelo método do nimero mais
provavel (NMP), adaptado nesse trabalho o método descrito por SARATCHANDRA (1978).

Foi utilizada placa de Elisa com 96 pogos € 0 meio cuja composi¢ao encontra-se detalhada na

Tabela 5.

Tabela 5: Composicao para o meio de cultura para microrganismos amonificadores.

Meio de cultura para microrganismos Amonificadores*

Reagentes g/L**
Acido casamino (arginina ou caseina hidrolisada) 10,0
Extrato de levedura 0,1
Fosfato de potassio monoacido (K;HPO4) 1,0
Sulfato de magnésio (MgS0O4.7H>0) 0,1
Sulfato ferroso (FeSO4.7H,0) 0,01
Sulfato de manganés (MnS0O4.4H,0) 0,01
Fenol vermelho 0,02

Fonte: SARATHCHANDRA, 1978.
*Ajustar o pH para 6,5 com solucdo de KOH ou HCl; **Diluir em 1 litro de agua destilada;

Na placa de Elisa foram avaliadas as dilui¢des 102 a 10 e o controle (C), contendo
apenas o meio dos amonificadores (220 uL). Nos pocos das dilui¢des foi adicionado 200 uL
de meio e 20 de amostra. Foram realizadas quatro repeti¢des de cada diluicdo do controle, e

cada placa pdde ser utilizada para analisar 4 amostras de solo (figura 6).
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Figura 6: Ilustrag@o da placa utilizada para realizar os testes das dilui¢cdes seriadas dos solos amostrados.

1 amostra 2 amostra

?3456?89101152

_2 3 ) V-s)( 6)
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3 amostra 4 amostra

Apods 5 dias de incubagdo a 28°C, no controle o meio se mantinha com a coloragdo
alaranjada e caso houvesse o crescimento bacteriano e a producdo de amoénia a partir da
reacdo (R-N2 — NH4") o meio se tornava rosa. Isso ocorre por conta da presenga do indicador
vermelho de fenol no meio, o qual se torna rosa em pH acima de 7,0.

A mudanca de cor foi avaliada de forma visual. O numero estimado de
microrganismos amonificadores foi calculado e adaptado nesse trabalho método de NMP de
Saratchchandra (1978) usando a tabela de numero mais provaveis do método de Hungria e

Aratjo (1994).
5.5.8 Quantificagdo de Microrganismos Nitrificadores

Os microrganismos nitrificadores foram quantificados pelo método do niimero mais
provavel (NMP), adaptando-se o método de Hungria e Aratjo (1994), utilizando o método de
diluigdo seriada de 102 a 10 em solugdo salina. Foi utilizada placa de Elisa e o meio de
Cultura para Oxidantes de Nitrito (NO2") descrito por Belser (1977), modificado por Schmidt
e Belser (1982) e adaptado nesse trabalho (tabela 6).

A distribuicao das diluigdes e controle assim como os volumes usados nas placas de

Elisa sdo os mesmos descritos no item anterior (5.5.7).



Tabela 6: Composicao para as solugdes estoque e para o preparo do meio de cultura para microrganismos

nitrificantes.
Meio de cultura para microrganismos Nitrificantes*
Meio de cultivo (mLsol est/L)
Reagentes Oxidantes de NO»
KNO, 1
CaC12.2H20 1
MgS04.7H,O 5
KoHPO4 (0,2 M) 4
KH,PO4(0,2 M) 1
Solugdo de Micronutrientes** 1

Fonte: SCHMIDT; BELSER, 1982.

* Ajustar pH para 6,5 com solu¢do de KOH ou HCI;

**De acordo

com

Tabela

Tabela 7: composi¢do da solugdo de micronutrientes utilizada para preparo do meio de cultura para

microrganismos nitrificantes.

Solucio de Micronutrientes

Reagentes mg/100 mL*
NaMo04.2H,0 10
MnCl; 20
CoCl,.6H,O 0,2
ZnS04.7H,0 10
CuSO4 2

*Diluir em 100 mL de agua destilada; Preparar individulamente;
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As placas foram incubadas no escuro a 25°C por 6 a 8 semanas. Para revelar o teste foi

adicionada uma gota de diazotizing reagente (0,5g de sulfanilamida diluidos em 100 mL de

HCl 2,4 N) e uma gota de coupling reagente (0,3g de N-(1-naphthyl)-ethylenediamine
hydrochloride diluidos em 100 mL de HCI 0,2 N).

A presenga de microrganismos oxidantes de nitrito, ou seja, aqueles capazes de

realizar a seguinte reacdo: 2NO>™ +0O; -> 2NOy’, foi verificada a partir de uma analise visual

(figura 7). A presenca do meio incolor indicava a presenga de NOs™ no pogo, gerado a partir

da presenca de bactérias oxidantes de NO; . Se a coloragdo se apresentava rosa, isso indicava

a auséncia de bactérias oxidantes de NO?™ na diluicdo de solo analisada.
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Figura 7: Teste para microrganismos oxidantes de nitrito. Os pogos transparentes indicam a presenca de
oxidantes de nitrito (NO>") e os pogos de cor purpura indicam a auséncia dos mesmos.

5.5.7 Fixa¢ao de Nitrogénio:

Os microrganismos fixadores de nitrogénio foram quantificados pelo método do
niimero mais provavel (NMP) utilizando o método de dilui¢do seriada de 102 a 10° em
solugdo salina como descrito por Dobereiner e colaboradores (1995).

Uma aliquota de 100 pL de cada diluigdo (107!, 1072, etc) foi inoculada em triplicata,
em frascos de 10mL contendo 3 mL de meio NFb semissolido livre de nitrogénio
(DOBEREINER; DAY, 1976; DOBEREINER et al, 1999) (tabela 8) e os frascos foram
incubadas em estufa a 30°C.

Do terceiro ao sétimo dia de incubagdo, os frascos foram avaliados para verificagdo de
formacdo de pelicula. A partir da determinagdo do numero de frascos que apresentavam
pelicula em cada dilui¢do e a utilizagdo da tabela de Mac Crady (BRASIL,2003) foram

quantificadas as bactérias diazotroficas.



Tabela 8: Composi¢ao do meio de cultura NFb em sua forma semissolida.

Meio NFb semisolido

Composto

Quantidade usada
em 1L de meio

Acido Mélico
Fosfato de Potéssio Dibasico
Sulfato de Magnésio Heptahidratado
Cloreto de Calcio Dihidratado
Azul de Bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH
Solucdo de Micronutrientes **
Solucdo de EDTA de Ferro 1,64%
Solugdo de Vitamina (Biotina)*
Agar

Extrato de Levedura

5g
0,5¢g
0,2g
0,02g
2mL
2mL
4 mL
1 mL
1,8¢g

Fonte: DOBEREINER; DAY, 1976; DOBEREINER et al., 1999.
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* Solugdo de vitamina (Biotina 10 mg, Piridoxina 20 mg dissolvido em 100 ml de Agua Estéril), deve ser

adicionada durante o preparo para inoculag@o; ndo deve ser fervido;
** Tabela 9 de solu¢do de micronutrientes.

*#* Ajustar o pH para 6,5 com solucdo KOH (10%) ou solucdo H>SO4 (5%);

*#**Diluir em 1 litro de dgua destilada

Tabela 9: composi¢do da solucdo de micronutrientes utilizada no meio NFb

Soluciao de Micronutrientes

Reagentes g/L* mL/L
Molibidato de 6dio (Na,M00O4.2 H,0) 1 2
Sulfato de Manganés (MnSO4.H,0) 1,175 2
Acido Bérico (H3Bos) 1,4 2
Sulfato de Cobre (CuSO4.5H,0) 0,04 2
Sulfato de Zinco (ZnSO4.7H,0) 0,12 2

*Diluir em agua destilada; Preparar individulamente;
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6 ANALISE DOS DADOS

Todas as analises foram realizadas utilizado pacote ExpDes.pt (R Core Team, 2017).
Os resultados foram submetidos ao teste de homogeneidade e normalidade de Shapiro - Wilk
e quando adequados, submetidos a anélise de variancia, apresentando significancia, as medias

foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas trés coletas de solo ao longo do desenvolvimento do eucalipto: aos
trés, doze e vinte quatro meses apos o plantio, periodo em que a planta necessita de uma
demanda maior de nutrientes. Amostras compostas de solo coletadas de 0-10cm foram
submetidas as seguintes analises microbioldgicas: enzimas [-glucosidase e Urease,
quantificagdo do carbono da biomassa microbiana, respiragao basal e glomalina, além do

numero mais provavel dos amonificadores, oxidantes de nitrito e fixadores de nitrogénio.

7.1 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM), RESPIRACAO BASAL,
QUOCIENTE METABOLICO E GLOMALINA

A amostragem do solo em zigue zague foi utilizada para a avaliacdo do carbono da
biomassa microbiana, respiracdo basal, e quociente metabdlico do solo. Ja para a glomalina,
foi utilizada a amostragem do solo préoximo as plantas centrais.

A analise do carbono da biomassa microbiana tem como intuito avaliar a por¢ao viva
do carbono organico do solo, constituido por bactérias, arqueas e fungos, sendo que o
compartimento da matéria organica do solo estd diretamente influenciado por fatores bioticos
e abidticos (KASCHUK et al., 2010).

Na primeira coleta (3 meses ap6s o plantio) o carbono da biomassa microbiana (CBM)
apresentou valores estatisticamente (p <0,05) mais elevados na auséncia de biochar (SB)
(227,04 mg Cmic. Kg™ solo) do que na sua presenca (tabela 10). Entre as doses de adubacéo

ndo foi detectada diferenca significativa.

Tabela 10: Carbono da biomassa microbiana (CBM) do solo ndo rizosférico amostrado apds o plantio do
eucalipto (em mg Cmic. Kg? de solo), na presenga de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses
de adubagdo (SF — sem adubag@o, FR — Dose reduzida de adubag@o (80%), FC — dose completa de adubagdo).

Amostragem SF FR FC
3 meses CB 178,28 b CV 1%: 12,07
SB 227 04 a 204,8 Ns 201,23 Ns 201,95 Ns OV 2% 1104
12 meses CB 142,57 Nsb 55,72 Bb 201,26 Nsa | CV 1%: 10,88
SB 91,24 Nsb 269,16 Aa | 225,48 Nsa | CV 2%: 29,04
24 meses CB 465,95 Ns CV 1%: 65,25
SB 2041 Ns 332,28 Ns 437,74 Ns 370,07 Ns OV 2% 4499

Legenda: Letras em maitsculo demonstram o desdobramento da interagdo de adubagdo dentro da presenca ou
auséncia de biochar, letras em minusculo desdobramento da interacdo de biochar dentro de das doses de
adubagdo, Ns = ndo significativo. Teste de Tukey (p<0,05).
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Doze meses ap6s o plantio (tabela 10), o tratamento com biochar e fertilizante
reduzido (CBFR) foi o que apresentou valores superiores de CBM (269,16 mg Cmic. Kg*
solo) quando analisada a adubacdo dentro da presenca ou auséncia de biochar (tabela 10 —
letras maiusculas). J& os valores do CBM que obtiveram o valor mais elevado ao se analisar o
biochar dentro das adubacGes, tanto para SB ou CB, foram os tratamentos com dose completa
de adubacdo (FC) 201,26 mg Cmic. Kgt de solo (SBFC) e 225,48 mg Cmic. Kg* de solo
(CBFC).

Vinte e quatro meses ap0ds o plantio, os valores do CBM tiveram um aumento (tabela
10) com biochar 465,95 mg Cmic. Kg! de solo, entretanto ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. A biomassa microbiana ¢ altamente sensivel as mudangas
nas praticas de manejo florestal e esta intimamente relacionada a produtividade priméria do
ecossistema ¢ a saude do solo (WANG et al., 2017). O aumento da biomassa microbiana
geralmente reflete o aumento da abundancia microbiana e da diversidade da comunidade.
Estudos mostraram que a idade do eucalipto tem um forte impacto na biomassa microbiana do
solo e na estrutura da comunidade microbiana (LIU ef al., 2018).

O plantio de florestas influencia a biomassa microbiana que estd diretamente
relacionada a diversas fungdes do solo, entre elas a decomposi¢do de residuos organicos, a
ciclagem e disponibiliza¢do de nutrientes, solubilizacdo de nutrientes, estruturacdo do solo e
manutencdo dos estoques de carbono do solo, constituindo-se de um atributo de rapida
resposta em situagdes de estresse ambiental (NOGUEIRA et al, 2006). A biomassa
microbiana representa ainda o compartimento do solo onde a ciclagem de carbono ocorre de
forma mais rapida, permitindo o estudo do fluxo desse nutriente (GAMA-RODRIGUES et
al., 2008).

A presenga de biochar leva ao equilibrio bactéria/fungo acarretando o aumento da
decomposicdo de fontes de carbono recalcitrantes e consequente aumento da biomassa
microbiana (MIN et al, 2015). Esse efeito ¢ relatado em cultivo de algodao
(EGAMBERDIEVA et al., 2010; MIN et al., 2015).

Respiracdo basal ¢ um indice metabolico que determina a intensidade com que os
processos bioquimicos acontecem durante a decomposi¢ao pela acdo dos microrganismos,
servindo como indicativo da taxa de decomposi¢ao da matéria organica (BARROS, 2013).

A respiracdo basal no solo 3 meses ap6s o plantio com a presenca de biochar ou
auséncia do mesmo nédo apresentou diferenca estatistica (tabela 11). Porém houve diferenca
estatistica quando consideradas as doses de adubacdo, sendo obtidos valores maiores nas

parcelas com a dose completa de adubacédo (FC) 1,81 ug C-CO2/Kg/h.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0104-77602016000200137&script=sci_arttext#B2
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Tabela 11: Respiracao basal do solo ndo rizosférico amostrado periodos apds o plantio do eucalipto (em pg C-
CO,/Kg/h), na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubagdo (SF — sem
adubacdo, FR — Dose reduzida de adubacao (80%), FC — dose completa de adubacao).

Amostragem SF FR FC
CB 1,57 Ns CV 1%: 15,71
3 meses SB 149 Ns 1,4 ab 1,39b 181a OV 2%: 2064
12 meses CB 0,56 Ns 0,76 a 0,57b 0,46 b CV 1%: 27,34
SB 0,62 Ns CV 2%: 15,13
CB CV 1%: 31,98
24 meses 0,35 Ns 0,38 Ns 0,35 Ns 0,30 Ns °
SB 0,34 Ns CV 2%: 24,59

Legenda: Ns = nio significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Os tratamentos que ndo receberam adubacdo (SF) (tabela 11) apresentaram maiores
indices de respiracdo basal doze meses ap0ds o plantio, 0,76 ug C-CO2/Kg/h (tabela 12 B).
Para o fator biochar ndo houve diferenca estatistica significativa.

N&o houve diferenca estatistica na respiracdao basal entre os tratamentos vinte quatro
meses apos o plantio do eucalipto (tabela 11), entretanto, de forma geral, esse indice baixou
em relacdo aos valores obtidos 12 meses antes.

A partir dos dados obtidos, pode-se visualizar que a respiracdo apresentava valores
mais altos no inicio do plantio e reduziu ao longo dos 24 meses avaliados. O revolvimento do
solo que ocorreu para instalar o experimento, propiciou um aumento da respiracdo basal,
resultando no aumento da liberacdo de CO». Posteriormente, com o passar dos meses houve a
gradativa incorporacao de residuos (biochar) e estabilizacdo do solo, com isso a atividade
bioldgica tendeu a reducdo (KUZYAKOQV, 2010). Outro fator que pode ter influenciado nos
baixos indices de respiracdo basal é a natureza das folhas do eucalipto, as quais apresentam
compostos alelopaticos que dificultam o processo de decomposicdo pelos microrganismos
(SILVA; COSTA, 2004). Além disso, estes residuos sdo mais dificeis de serem decompostos
devido a presenca de lignina e por ndo serem tdo diversificados como os residuos de mata
nativa, resultando assim em menores valores de respiragdo (SILVEIRA, 2011).

Segundo Wink e colaboradores (2013), em condigdes de estresse, 0s microrganismos
derivam uma maior por¢ao de energia para manuten¢ao dos mecanismos celulares, ou seja, ha
um maior custo de manutenc¢do ou taxa de respiragdo relativa, em detrimento ao crescimento
da biomassa.

Em estudo feito por Jakeleitis e colaboradores (2008), os valores da respiracdo basal
em solo de mata nativa foi de 6,91 pg C-CO2/Kg/h, ja Costa Neto e colaboradores (2015)

encontraram valor de 1,04 pg C-CO2/Kg/h solo nas mesmas condigdes, entretanto Silveira
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(2011) obteve em seu estudo valores de 2,2 ug C-CO2/Kg/h em solo seco de eucalipto nos
anos iniciais e foram reduzindo com o passar dos anos.

A atividade microbiana do solo determinada por Lazzaretti e colaboradores (2019), em
seus estudos através da andlise de respiracdo basal, apresentou menor valor na area
correspondente ao eucalipto (de 8,37 ug C- CO2 /Kg/h) comparando a area de mata nativa
(22,43 pg C- CO2/Kg/h). A respiragdo basal no solo de mata nativa é influenciada pela
constante incorporacdo de residuos, propiciando aumento da biomassa microbiana e da
atividade bioldgica, resultando na liberacdo de CO, (KUZYAKOV, 2010).

Quando se realiza estudo da comunidade microbiana no solo, ja é esperado encontrar
valores maiores em areas de vegetacdo nativa quando comparados com solos de areas
cultivadas, pois a microbiota é favorecida pela cobertura vegetal, proporcionando maior
acumulo de material orgénico e proporcionando uma maior fonte de nutrientes para que a
comunidade microbiana se desenvolva (ALVES et al., 2011).

A atividade microbiana pode ser uma caracteristica importante quando se considera
gue a decomposicdo dos residuos organicos ira disponibilizar nutrientes para as plantas. No
entanto, uma baixa respiracdo basal do solo pode liberar menos carbono contido na matéria
organica estavel e comprometer os processos quimicos e fisicos do solo, como a agregacédo de
particulas e retencdo de agua e nutrientes (ROSCOE et al., 2006).

A partir dos dados de carbono da biomassa microbiana e respira¢do basal ¢ possivel
estimar os valores do quociente metabolico (qCO2), correspondente a respiragao basal por
unidade de biomassa microbiana. O qCO2 constitui-se de uma medida de eficiéncia da
biomassa microbiana na utilizagdo dos substratos (ANDERSON, 2003). Ambas as variaveis,
respiracdo basal e quociente metabdlico, permitem avaliar o nivel de estresse a que um
ecossistema esta sendo submetido, sendo possivel avaliar a quao benéfica ou danosa ¢ a
pratica de manejo utilizada.

Houve diferenca significativa no quociente metabdlico (qCO2) da amostragem de 3
meses apds o plantio (tabela 12). O maior valor de qCO- foi obtido na sem adubacdo (SF),
seja com biochar: CBSF (14,69ug C-CO2/gBMC/h).
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Tabela 12: Quociente metabolico (qCO-) do solo ndo rizosférico amostrado periodos apos o plantio do eucalipto
(em pug C-CO2/gBMC/h), na presenga de biochar (CB) ¢ auséncia de biochar (SB), variando as doses de
adubacdo (SF — sem adubacdo, FR — Dose reduzida de adubagdo (80%), FC — dose completa de adubagio).

Amostragem SF FR FC
CB 1469Aa | 269Bc | 119Ab | Y 1
3 meses CV 2%
sB 723Bb | 835Aab |1011Ba| G5
CcB 582Ba | 196Bb | 249Nsb | S0 ¥
12 meses oV 2%
sB 2069Aa | 332Ab | 204Nsb | 945
CB | 088Ns Ve
24 meses 1,41 Ns 1,2 Ns 107 Ns =20
0.
sB 158 Ns o

Legenda: Letras em maiusculo demonstra o desdobramento da interagdo de adubacdo dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em mintusculo desdobramento da interagdo de biochar dentro de das doses de
adubacfo, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Na amostragem dos doze meses ap6s o plantio observou-se diferenca significativa
ocorrendo interacdo entre biochar x adubacdo (tabela 12). Quando analisada a adubacao
dentro do biochar (tabela 12— letras maidsculas) os valores do qCO; foram maiores nos
tratamentos sem biochar: SBSF (20,69 pg C-CO2/gBMC/h) e SBFR (3,32 ng C-
CO./gBMC/h). Ao analisar o biochar dentro das adubacdes (tabela 13- letras mindsculas) a
auséncia de adubacdo (SF) foi superior em relacdo as outras doses de adubacdo: SBSF
(20,69ug C-CO2/gBMC/h) e SBSF (5,82ug C-CO2/gBMC/h) Nos tratamentos com FC o
gqCO2 metabdlico do solo é menor do que nas doses SF e FR.

Na analise dos 24 meses de plantio (tabela 12), ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, porém pode-se observar diminuicdo nos valores entre os tratamentos com o
passar dos anos, principalmente na presenca de biochar, indicando que o biochar auxiliou na
estabilizacdo do solo e na redugdo do qCO, do mesmo.

Quanto menor os valores de qCO2, maior é a estabilidade do ambiente encontrando-se
mais proximo do equilibrio, e quando os valores de qCO2 sdo mais altos trata-se de um
ambiente com estresse e com menor aporte de materiais organicos (COSTA NETO et al.,
2015). Com isso pode-se observar que a area em estudo apresenta uma tendéncia da reducédo
de seu qCO:> indicando ser um ambiente mais proximo do equilibrio. Liang (2008) observou
reducdo na respiracdo e aumento no C-biomassa microbiana com a aplicacdo de biochar e

consequentemente aumento na eficiéncia qCO2 dos microrganismos.
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A glomalina ¢ a glicoproteina resultante da decomposicdo de esporos e hifas, sendo
também excretada pelas hifas externas dos fungos micorrizicos (RILLIG et al., 2003, SOUZA
et al.,2012). A glomalina esta estreitamente correlacionada com a estabilidade de agregados,
com o carbono e o nitrogénio do solo. A sua produ¢do contribui também para o fornecimento
de compostos organicos ao solo, como pelo acumulo e estoque de matéria organica
(NICHOLS; WRIGHT, 2005).

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos em relacdo a quantidade de
glomalina facilmente extraida e glomalina total do solo, vinte quatro meses ap6s o plantio do
eucalipto.

Tabela 13: Glomalina do solo nfo rizosférico amostrado vinte quatro meses ap6s o plantio de eucalipto (mg g™
de solo) , glomalina facilmente extraida (GFE), glomalina total (GT), na presenca de biochar (CB) e auséncia de

biochar (SB), variando as doses de adubacdo (SF — sem adubagdo, FR — Dose reduzida de adubagao (80%), FC —
dose completa de adubagdo).

GFE SF FR FC GT SF 2,54 ns
CB 3,28Nsns | 286 Nsns | 2,78 Ns ns CB 2,46 ns FR 2,47 ns
SB 2,9 Ns ns 3,14 Nsns | 3,18 Nsns SB 2,51 ns FC 2,48 ns

cv 1% 7,14 cv 1% 511
cv 2% 9,5 cv 2% 10,97

Legenda: Letras em maiusculo demonstra o desdobramento da interagdo de adubacdo dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em mintusculo desdobramento da interagdo de biochar dentro de das doses de
adubacdo, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Em revisdo realizada por Sousa e colaboradores (2012) foram observadas maiores
concentracdes de glomalina em solos de floresta (até 60 mg g da glomalina no solo), e
menores quantidades em solos agricolas, que apresentaram concentracdes de glomalina
facilmente extraida e glomalina total em torno de 0,5 a 3 mg g™ solo. Em regides semiéridas
foram verificadas as concentragdes mais baixas, no ultrapassando 0,3 a 0,6 mg g™ solo. Em
geral, o teor de glomalina esta relacionado ao contetido de carbono organico do solo, no
entanto, ndo estdo evidentes quais fatores determinam suas respectivas taxas de acumulacao.
Além disso, sua producao ¢ diretamente influenciada pelas caracteristicas do solo, sistema de
uso do solo, tipo de vegetacdo, praticas de manejo agricola, dentre outros fatores (SOUSA et
al., 2012).

Os fungos tendem a predominar em solos acidos, pois em solos alcalinos ha uma
maior concorréncia entres estes (PRADE, 2007). Desse modo, como os fungos micorrizicos

arbusculares sdo os responsaveis pela produgdo de glomalina (SOUSA et al., 2012).
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7.2 ENZIMAS DO SOLO

No intuito de avaliar o potencial do solo em produzir amdnia a partir da ureia, foi
analisada a atividade da enzima urease, utilizando a amostragem de solo em zigue zague. Essa
enzima é produzida pelas plantas e bactérias (TABATABAI;, BREMNER, 1972) e sua
atividade tem se mostrado um bom indicador de qualidade de solo (MENDES et al., 2019).

A atividade da urease do solo rizosferico com biochar (CB) coletado 3 meses ap6s o
plantio do eucalipto foi estatisticamente superior ao que nao recebeu biochar (7,33 e 5,2 pg
NHs-N g de solo? h?, respectivamente, tabela 14). Wu e colaboradores (2012) também
verificaram aumento significativo na atividade da urease na presenca de biochar. No entanto
Zhu e colaboradores (2017) detectaram pequenas alteracfes na atividade da urease, com a
presenca do biochar houve incrementos na atividade de urease e isto pode ter efeito direto
numa maior mineralizacdo de nitrogénio organico.

Tabela 14: Atividade da enzima Urease em solo de eucalipto 3 meses ap6s o plantio (em ug NHa-N g de solo? h-

1), na presenga de biochar (CB) € auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubagdo (SF — sem adubagio,
FR — Dose reduzida de adubacgao (80%), FC — dose completa de adubag@o).

Amostragem SF FR FC

CcVv 1%:

. CB 7,338 |647ns 57ns 6,35ns |2331
Solo Rizosférico oV 2%
SB 502 b o

! 33,09
CVv 1%:

Solo Niio| CB 1269Ab (1854 Aa |17.06Ba [g g

Rizosferico SB 1007 Bns  |10,96 B ns |10.86 Ans ‘73‘4’7 2%:

Legenda: Letras em maiusculo demonstra o desdobramento da interacdo de adubagdo dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em minusculo desdobramento da interacdo de biochar dentro de das doses de
adubacdo, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

No mesmo periodo amostral foi feita a analise da enzima urease em solo ndo
rizosférico, com diferenca estatistica entre os tratamentos e interacdo biochar x adubacéo,
quando analisado adubacdo dentro do biochar (tabela 14— letras maiusculas). Os tratamentos
CBSF (12,69 ug NH4-N g de solo® h), CBFR (18,54 ug NH4-N g de solo? h') e SFFC
(10,86 pug NHa-N g de solo? h) apresentaram valores superiores para a enzima urease. Ao
analisar o biochar dentro das adubagdes (tabela 14 - letras minudsculas) para SB ndo ocorreu
significancia entre as doses de adubagdo, entretanto CB a auséncia de adubacdo (SF) SBSF
(12,69 pg NHs-N g de solo! h') e CBFR (18,54 ng NH4-N g de solo? h?) foram

estatisticamente maiores em relacdo a dose completa de adubacao.
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Quando avaliado o solo néo rizosférico doze meses apds o plantio de eucalipto houve
diferenca estatistica para a enzima urease e ocorreu interacdo entre adubacdo x biochar,
biochar dentro das doses de adubacdo (tabela 15). Na auséncia de biochar com a dose
reduzida de adubagéo (SBFR) foi obtida a menor atividade da enzima urease (23,25 pg NHy-
N g de solo! h'). Quando foram analisadas as doses de adubaco dentro da presenca ou
auséncia de biochar (tabela 15— letras mindsculas), na auséncia de biochar ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos, porém o tratamento CBSF (28,32 ug NHa-N g de
solo® h'l), apresentou atividade da urease significativamente maior.

Tabela 15: Atividade da enzima urease do solo néo rizosférico amostrados periodos ap6s o plantio (em pug NHa-

N g de solo? hl). na presenga de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubagéo (SF —
sem adubacdo, FR — Dose reduzida de adubacdo (80%), FC — dose completa de adubagao).

Amostragem SF FR FC
12 CB 28,32 Nsa 17,12 Bb 20,31 Nsb | CV 1%: 15,47
feses SB 25,71 Nsns| 23,25Ans |24,05Nsns| CV2%: 828
CB 17 CV 1%: 54,5
24 meses s 18 ns 14,68 ns 1346ns ——————
SB 13,74 ns CV 2%: 55,59

Legenda: Letras em maitisculo demonstra o desdobramento da interagdo de adubagdo dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em minusculo desdobramento da interacdo de biochar dentro de das doses de
adubac@o, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Uma hipdtese é que o solo esté se estabilizando e o biochar acaba atuando como um
micro- habitat, que necessita de um tempo maior para se estabilizar, podendo entdo fazer
associacdo com a microbiota e estar relacionado a esse aumento da atividade, pois a urease é
enzima que promove transformacdo de nitrogénio (HUANG et al., 2017; ZHANG et al.,
2017).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas entre os tratamentos, a
atividade de urease reduziu apds doze meses. Além disso, o coeficiente de variacdo entre os
fatores analisados aumentou nessa amostragem realizada vinte e quatro meses apds o plantio
do eucalipto, demonstrando maior heterogeneidade na area.

Wang e colaboradores (2015) analisando o impacto do biochar de palha de milho
observaram um aumento significativo na atividade da enzima urease, pois 0 biochar
apresentou compostos organicos e inorganicos que afetaram as enzimas relacionadas ao ciclo
do nitrogénio, isto também foi observado em estudo conduzido por Huang e colaboradores
(2017) onde foi analisado o biochar de palha de arroz.

Entretanto, Li e colaboradores (2017) relataram uma relacdo linear positiva entre

nitrogénio total do solo e atividade da urease do solo. A aplicacdo de alto / baixo nivel de
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biochar diminuiu a capacidade de fixacdo do N, alterando o ambiente de inoculagdo e
diminuindo o nitrogénio total do solo e, portanto, diminuindo a atividade da urease do solo
durante o ensaio. Isso € consistente com a atividade da urease do solo que é
significativamente reduzida (SAUERSTEIN; REUTER; 1988).

A urease do solo pertence & familia da hidrolase e, principalmente, acelera a hidrélise
da ligacao peptidica na molécula de matéria organica e serve como indicador do status do
nitrogénio organico no solo (INSAM; 2001). Foi relatado que a atividade da urease no solo se
relaciona positivamente com o nitrogénio orgéanico do mesmo (INSAM; 2001).

Os microrganismos do solo desempenham papel importante na ciclagem de nutrientes,
via a decomposicdo de matéria organica na qual diversas enzimas estdo envolvidas. A
atividade dessas enzimas é sensivel a alteracdes e tem sido utilizada como indicadores da
qualidade do solo (LANNA et al., 2010). No entanto, poucos trabalhos tém estudado o efeito
da aplicacéo de biochar na atividade enzimética do solo (ZHU et al., 2017).

Em estudos analisados por Lisboa e colaboradores (2012), foram encontrados valores
semelhantes de urease nas areas de mata nativa. E comum encontrar valores maiores de
urease em areas nativas quando comparadas com areas de culturas, pois a microbiota do solo
¢ favorecida pela cobertura vegetal, que propicia maior acimulo de matéria organica,
fornecendo mais nutrientes contribuindo para o crescimento da comunidade microbiana
(SILVA et al., 2012).

A enzima B-glucosidase hidrolisa os residuos da celobiose, atuando no processo final
da decomposigdo da celulose (EIVAZI; TABATABAI, 1988); portanto, mudangcas na
atividade dessa enzima podem indicar alteracdes na qualidade do solo. Ao avaliar a atividade
da enzima B-glucosidase, houve interacdo entre os fatores analisados para ambos os tipos de
solo coletados trés meses ap6s o plantio em solo rizosférico a presenca de biochar e a
fertilizacdo completa (CBFC) aumentaram a atividade da enzima, atingindo a média de 77,31
ug p-nitrofenol g* solo seco h ( tabela 16— letras mailsculas). Os outros tratamentos ndo
tiveram diferenca significativa. Ja para adubacdo dentro do biochar, os tratamentos SBFR e

CBFC apresentaram maior atividade da enzima.
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Tabela 16: Atividade da enzima B-glucosidase do solo amostrado trés meses ap6s o plantio (em ug p-nitrofenol
g* solo seco h'l), na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubacio (SF —
sem adubagdo, FR — Dose reduzida de adubacdo (80%), FC — dose completa de adubacao).

Amostragem SF FR FC
CB 60,24 Ns b 63,48 Ns b 77,31 Aa CV 1%: 7,15

Rizosférico
SB 61,35 Ns ab 66,59 Ns a 53,15 Bhb CV 2%: 7,01

CB 187,85 Ba 212,94 Ns a 103,72 Bb CV 1%: 6,09

Né&o Rizosférico

SB 217,29 Aa 196,76 Ns ab 166,12 Ab CV 2%: 9,88

Legenda: Letras em maiusculo demonstra o desdobramento da interacdo de adubag@o dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em minusculo desdobramento da interacdo de biochar dentro de das doses de
adubacdo, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Houve um aumento na atividade da B-glucosidase na auséncia de biochar em solo ndo
rizosférico, sendo que os maiores valores obtidos nos tratamentos SF e FC 217,29 e 166,12 ug
p-nitrofenol g solo seco h (tabela 16— letras mailsculas), respectivamente. Ao analisar a
influéncia da adubacdo, ganham destaque os tratamentos SBSF, CBSF e CBFR, com valores
de 217,29; 187,85 ¢ 212,94 ug p-hitrofenol g solo seco h? (tabela 16— letra mindscula),
respectivamente.

Quando analisamos 0 solo ndo rizosférico doze meses apds o plantio do eucalipto,
houve diferenca estatistica para a atividade da enzima B-glucosidase e ocorreu interacao entre
adubacdo x biochar (tabela 17). Na auséncia de biochar e com dose reduzida de adubacao
(SBFR) e dose completa (SBFC) foram detectados os maiores valores pra enzima [-
glucosidase (45,25 e 46,22 ug p-nitrofenol g de solo? h?, respectivamente). Ja quando
analisadas as doses de adubacdo na presenca ou auséncia de biochar (tabela 17— letras
minusculas), somente os tratamentos SBSF e CBFC que apresentaram menor atividade da

enzima.
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Tabela 17: Atividade da enzima B-glucosidase do solo ndo rizosférico amostrado doze meses apds o plantio (em
ug p-nitrofenol g* solo seco h?), na presenca de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de
adubacdo (SF — sem adubacdo, FR — Dose reduzida de adubagdo (80%), FC — dose completa de adubagio).

Amostragem SF FR FC
. CB 32,07Nsa | 29,96 Ba 22,37Bb | CV 1%: 10,42
meses
SB 3549 Nsb | 45,25 Aa 46,22 Aa CV 2%: 10,2
24 meses CB 4,17 Ns 3,68 N 4,94Ns 4,18 Ns CV 1%: 17,97
SB 4,37 Ns CV 2%: 20,42

Legenda: Letras em maiusculo demonstra o desdobramento da interagdo de adubagdo dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em mintusculo desdobramento da interagdo de biochar dentro de das doses de
adubacdo, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

A atividade da enzima B-glucosidase do solo ndo rizosférico amostrado 24 meses ap0s
o plantio ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos. Além disso, comparado
com a atividade dos meses anteriores, os valores da enzima cairam bruscamente de uma
amostragem para a outra.

A B-glucosidase é uma enzima envolvida na mineralizacdo do carbono a partir da
degradacdo da matéria organica exdgena (KADER et al., 2017). A atividade desta enzima esta
altamente associada a disponibilidade de substrato de carbono que é facilmente mineralizado
sendo um condutor para as alteracfes da atividade enzimética que pode aumentar devido a
adicdo de biochar (LUO; GU, 2016). O biochar altera a atividade enziméatica uma vez que
pode servir de substrato e essa alteracdo varia com a natureza dos residuos e adsorve a enzima
ao substrato para hidrolisa-lo (SUN et al., 2014; SWAINE et al., 2013).

7.3 QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NO CICLO DO
NITROGENIO

A amostragem das plantas centrais foi utilizada para as amostras relacionadas ao ciclo
do nitrogénio. Dentre os processos microbiologicos do ciclo do nitrogénio, destacam-se a
fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), realizada exclusivamente por microrganismos
diazotroficos, a amonificacao (transformagao do N organico em N mineral ou inorganico) e a
nitrificagdo (conversdo do aménio (NH4") a nitrato (NO3), consideradas como uma das etapas
mais importantes do ciclo do nitrogénio (VARGAS; HUNGRIA, 1997; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; DIAS, 2016).

A presenca de comunidades microbianas e sua abundancia no solo sao fatores criticos
na ciclagem de nutrientes no solo. O biochar fornece habitat adequado para microrganismos
do solo (por exemplo, melhorando a umidade, aumentando o contetido da 4gua, mitigando a

compactagdo do solo etc.) (LAGHARI ef al, 2016), também fornece nutrientes para o
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crescimento (ZHU et al., 2017), melhorando assim a fertilidade e a produtividade do cultivo
(SINGHETAL, 2015).

N&o houve diferenca estatistica no nimero de microrganismos amonificadores na
presenca ou auséncia de biochar no solo néo rizosférico amostrado trés meses apds o plantio
do eucalipto, entretanto, um nimero maior de microrganismos amonificadores encontra-se
presentes nas parcelas com fertilizacdo completa (FC). Nessa condi¢do foram detectados 9,5
x10% UFC/ g de solo (tabela 18).

Tabela 18: Nimero mais provavel (NMP) de microrganismos amonificadores presentes no solo amostrado trés
meses ap06s o plantio (em UFC g! de solo ), na presenga de biochar (CB) e auséncia de biochar (SB), variando as
doses de adubacdo (SF — sem adubacdo, FR— Dose reduzida de adubagdo (80%), FC — dose completa de
adubacio).

Amostragem SF FR FC
cB 1,3x10°Bb | 1,3x10°Nsb | 1,5x10°Aa | 5w
Rizosférico CV 2%
SB 1,04 x10* Ans | 3x10° Nsns | 2,7 x10° Bns 19198
~ CB 2,3 x10* CV 1%:
Nao ns 6 148,69

) .. 9,1x10%°b 1,5x10%b 95x10°a

Rizosférico 5,6 x10° CV 2%:
SB ns 144,35

Legenda: Letras em maiusculo demonstra o desdobramento da interagdo de adubagdo dentro da presenga ou
auséncia de biochar, letras em minusculo desdobramento da interacdo de biochar dentro de das doses de
adubacdo, Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

No solo rizosférico do mesmo periodo amostral, o biochar s6 induziu o aumento do
nimero de microrganismos amonificadores quando associado a fertilizagdo completa (CBFC:

1,5 x10° UFC g™! de solo, tabela 19).

Tabela 19: Numero mais provavel (NMP) de microrganismos amonificadores presentes no solo nio rizosférico
amostrados periodos apds o plantio (em UFC g! de solo).

Amostragem SF FR FC
CB | 8,2x10°ns CV 1%: 73,57
12 meses 1,04 x10° ns| 6,1 x10° ns | 6,8 x10° ns
SB | 7,3x10°ns CV 2%: 105,18
CB | 4,1x10%ns CV 1%: 210
24 meses 49x10°ns | 3,1 x10° ns (5,02 x10° ns————
SB 1,6 x10° ns CV 2%: 216

Legenda: *Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Quando analisados os amonificadores em solo ndo rizosférico, amostrado doze meses
apos o plantio, ndo houve diferenca estatistica entre presenca e auséncia de biochar (tabela
19). As doses de adubagdo também nédo geraram diferencas significativas, porém na dose
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completa de adubagéo (FC) o nimero de microrganismos foi maior, 6,8 x10° UFC g™ de solo
do que nas outras doses.

N&o houve diferenca estatistica quanto ao nimero de microrganismos amonificadores
presentes em solo ndo rizosférico amostrado 24 meses ap06s o plantio. Entretanto um nimero
maior de microrganismos foi contabilizado na presenca de biochar (CB): 4,1 x10° UFC/ g de
solo (tabela 19), do que na sua auséncia (SB): 1,5 x10° UFC/ g de solo.

O biochar apresenta influéncia direta na concentragao de nitrogénio do solo, através de
uma mudanga nas comunidades microbianas do solo. Os microrganismos do solo
desempenham papel importante no processo de amonificacio da matéria organica para o
amonio (NH4+), reduzindo as perdas de nitrogénio por lixiviagdo ou fluxos gasosos (LAIRD
etal., 2010).

A matéria-prima do biochar ¢ a temperatura de pirolise s3o os fatores de maior
relevancia para determinar a influéncia do biochar no ciclo do nitrogénio (SOLAIMAN;
ANAWAR, 2015). A adsorcdo de algumas formas orgénicas de nitrogénio no biochar diminui
as perdas de amoénia e nitrato do solo e pode potencialmente controlar a liberagdo de
nutrientes para as raizes das plantas (HAIDER et al., 2017).

O biochar pode influenciar os microrganismos amonificadores, modificando os fatores
ambientais do solo como alteracdes na textura do solo, que podem atuar na retencdo de
nutrientes, a disponibilidade orgénica de nitrogénio, refletindo nas taxas de mineralizacdo do
nitrogénio. A grande porosidade, capacidade de troca catibnica e capacidade de sorcdo do
biochar pode resultar no acimulo de cations e anions nutritivos e, assim, melhorar a
concentracdo de macro nutrientes do solo, como o nitrogénio e a NHs* oriunda da
amonificacdo (ATKINSON et al., 2010).

A FBN ¢ um processo complexo que ocorre em determinadas cé€lulas procarioticas
(Bacteria e Archaea) capazes de transformar Nitrogénio (N2) em Amonia (NH3) ao romper a
tripla ligacdo covalente entre os dois dtomos de nitrogénio atmosférico (SANTOS et al.,
2014).

As bactérias responsaveis pelo processo de fixagdo biologica do nitrogénio sao
chamadas de diazotréficas e podem ser simbidticas, vivendo em relagdo de simbiose com a
planta hospedeira, resultando na formagdao de nddulos nas raizes, ou de vida livre, podendo
sobreviver livremente no solo e colonizar a rizosfera, ou o interior e superficie das plantas

(EVANS; BURRIS, 1992).
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O ndmero de microrganismos fixadores bioldgicos de nitrogénio em solo rizosférico
amostrado trés meses apds o plantio ndo demonstraram diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos (tabela 20).

Tabela 20: Numero mais provavel (NMP) de microrganismos fixadores biologicos de nitrogénio (FBN)
presentes no solo rizosférico amostrado trés meses apds o plantio (em UFC g! de solo), na presenga de biochar

(CB) e auséncia de biochar (SB), variando as doses de adubagédo (SF — sem adubacéo, FR— Dose reduzida de
adubagio (80%), FC — dose completa de adubacio).

Amostragem SF FR FC

CB 1,3 x10%ns 4 CV 1%: 54,5

3 meses 2,2 x10 6,6 x10°ns | 4,4 x10% ns il
SB 9,2 x10° ns ns CV 2%: 64,45
CB 4,2 x10° Ns CV 1%: 82,6

12 meses Ob Ob 12x10%a ——
SB 3,7 x10° Ns CV 2%: 89,64
CB | 2,9x10°ns CV 1%:119,32

] 3 0. 3

24 meses 3.6 x10° | 58,103 ns | 2,7 x10% ns

SB 3,8 x10% ns ns CV 2%: 113,44

Legenda: *Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas entre a presenca ou
auséncia de biochar, na dose de adubagdo completa (FC) apds doze meses de plantio foi
detectado um maior namero de diazotréfos, 1,2 x10% UFC/ g de solo ndo rizosférico. Porém
nao houve deteccdo de diazotréfos nos demais tratamentos nesse periodo de coleta (tabela
20). Aos vinte e quatro meses, ndo houve também diferenca (p <0,05) no numero de
diazotr6fos presentes nos tratamentos analisados (tabela 20).

Em solos florestais, o biochar tem sido geralmente associado ao aumento da
mineralizacdo de nitrogénio, porém nao foi o0 que obtivemos em nosso estudo, a aplicacdo do
biochar no solo do experimento ndo resultou em nenhuma alteracdo (BERGLUND et al.
2004; DELUCA et al., 2006).

Em um experimento de campo 6 meses apds o plantio de eucalipto e utilizando
biochar de eucalipto (vapor ativado a 350 ° C) houve um aumento na abundancia de
microrganismos diazotroéficos (DUCEY et al, 2013). Solaiman e colaboradores (2010) e
Saranya e Kumutha (2011) também relataram um aumento na fixagao bioldgica de nitrogénio
nos solos alterados por biochar, devido aos efeitos indiretos das propriedades quimicas do
solo.

A nitrificagdo, realizada por microrganismos quimiolitotroficos em ambiente aerobio,
é o processo de conversio do NH4" do solo em nitrato (NO3), através de reagdes de oxidagdo.

A nitrificagdo ocorre em duas etapas, nitritagdo, onde o NH4" é oxidado a nitrito (NO2) e
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nitrata¢do, onde o nitrito ¢ oxidado a nitrato (NO3") (FAGERIA et al., 2011; DIAS, 2016). Em
nosso estudo foi analisada a etapa de nitratacao.

Nao houve diferenga estatistica (p <0,05) entre os tratamentos em relagdo ao nimero
de microrganismos nitrificadores presentes no solo ndo rizosférico apos doze meses de
plantio. Porém os valores na presenca de biochar (CB), 9,9 x 10° UFC/ g de solo foram
maiores que na auséncia de biochar (tabela 21).

Tabela 21: Numero mais provavel (NMP) de microrganismos nitrificadores presentes no solo ndo rizosférico
amostrado periodos apos o plantio (em UFC g de solo), na presenga de biochar (CB) e auséncia de biochar

(SB), variando as doses de adubagdo (SF — sem adubagdo, FR— Dose reduzida de adubagdo (80%), FC — dose
completa de adubag@o).

Amostragem SF FR FC
CB | 9,9x10°ns CV 1%: 69,44
12 meses 1,4x10%ns|3,1x10%ns| 2,7 x10°ns
SB | 2,1x10%ns CV 2%: 153,58
CB | 3,3x10°ns 2 CV 1%: 141,5
24 meses " 5,1x10%ns|5,3x10°ns| 3,9 x10%ns
SB 3,1 x10% ns CV 2%: 200,2

Legenda: *Ns = ndo significativo, letras iguais ndo se diferem estatisticamente. Teste de Tukey (p<0,05).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas entre os tratamentos, na
amostragem apds vinte e quatro meses de plantio em solo ndo rizosférico, a quantificacdo dos
microrganismos nitrificadores (tabela 21) na presenga de adubagdo em dose reduzida 5,3 x10°
n° de células/ g de solo foi maior que nas outras doses de adubacao.

As bactérias oxidantes de nitrito sdo um grupo funcional microbiano que media a
nitrificacdo e sdo influenciadas pela variedade de fatores ambientais (GLEESON et al., 2010).
A adicdo de biocarvdo ao solo pode aumentar significativamente o pH do solo a granel
(CHAN et al., 2008) ou alterar o pH do micro sitio local, potencialmente fornecendo um
habitat mais favoravel para os organismos nitrificantes, em particular os oxidantes de nitrito
por serem sensiveis ao pH (DEBOER; KOWALCHUK, 2001). Existem poucos estudos
examinando o efeito das adi¢Oes de biochar nos oxidantes de nitrito, apenas com o estudo de
Ball e colaboradores (2010) mostrando um aumento na abundancia de oxidantes de nitrito
apos o fogo, o que eles sugerem que pode estar relacionado ao contetdo de biochar, levando
as alteracdes resultantes no baixo pH.

Entretanto, a nitrificagdo aumentou na presenga de biochar, indicando assim que
qualquer beneficio a partir do ‘efeito de calagem’ do biochar foi compensada por um aumento
na atividade da populagdo microbiana, pois as taxas de nitrificagdo sdo significativamente
reduzidas em solos &cidos (DEBOER; KOWALCHUK, 2001).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da respiracdo basal ndo ter variado entre os tratamentos a cada tempo avaliado,
essa apresentou valores superiores no inicio do desenvolvimento do eucalipto provavelmente
devido ao revolvimento do solo feito para a implantagdo do experimento, o qual induziu uma
maior liberacdo de CO,. Diante de uma maior estabilidade do solo, 2 anos apds o plantio,
houve um aumento no Carbono da biomassa microbiana, principalmente nos tratamentos com
a aplicacéo de biochar.

A atividade das enzimas B-glucosidase e urease foram afetadas pela presenca de
biochar, sendo que a primeira foi drasticamente reduzida ao longo dos dois anos de analise,
essa enzima esta relacionada a hidrolise dos residuos da celobiose, atuando no processo final
da decomposicdo da celulose, portanto, mudancas na atividade dessa enzima podem indicar
alteracdes na qualidade do solo.

A presenca da dose completa de fertilizante ndo induziu o aumento da atividade da
enzima urease. No entanto a enzima urease apresentou uma reducao nos dois Ultimos periodos
amostrais, 0s quais podem ter influenciado os microrganismos amonificadores do solo, pois a
enzima urease é responsavel por produzir aménia a partir da ureia, assim, a baixa atividade
pode estar relacionada a disponibilidade do nitrogénio quimico, que foi aplicado somente nos
meses inicias da cultura..

Nao foi possivel identificar a influéncia do biochar e da adubagdo nitrogenada no
namero de microrganismos envolvidos no ciclo do nitrogénio. Os microrganismos
amonificadores nos trés primeiros meses com dose completa de adubagédo apresentaram alta
quantificacdo, porém nos periodos amostrais seguintes ndo houve diferenca estatistica para o
solo ndo rizosférico, assim como os oxidantes de nitrito e os fixadores biologicos de
nitrogénio.

O Carbono da biomassa microbiana apresenta valores mais elevados na auséncia de
biochar trés meses apds o plantio, porém aos doze meses, os indices sdo mais altos para a
dose reduzida de fertilizante e apds vinte quatro meses do plantio, ndo houve diferenga
estatistica entre os tratamentos.

A aplicacao de biochar com a redugdo de 20% da adubacao padrao comercial na cultura
do eucalipto microbilogicamente ndo apresentou um padrao ou estabilidade nas andlises
microbioldgicas durante os periodos analisados, portanto ndo foi possivel comprovar ou

descartar sua influéncia no ciclo biologico do carbono e do nitrogénio.
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