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RESUMO

BARCELOQOS, Julia G. Msc. — Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2016. INFLUENCIA DO BIOCARVAO SOBRE OS MICRO-
ORGANISMOS DO SOLO E AS ATIVIDADES DAS BOMBAS DE PROTONS.
Orientador: Luciana Aparecida Rodrigues. Co-orientador: Alessandro Coutinho

Ramos.

A qualidade central do biocarvdo é sua estrutura porosa, que influencia
diretamente as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo e,
indiretamente, fornece outros beneficios como retencdo de &agua e maior
disponibilidade de nutrientes. Essas alteracdes no solo podem influenciar
positivamente ou negativamente a microbiota do solo. Outro fator que deve ser
considerado é a influéncia direta e indireta do biocarvdo sobre o crescimento e
produtividade de culturas de interesse agricola. Estas respostas irdo depender do
tipo de biocarvdo, das caracteristicas fisicas e quimicas do solo e dos
condicionadores e adubos adicionados no solo. Foram realizados dois
experimentos. O primeiro experimento objetivou avaliar o efeito do biocarvéo, do
composto organico e da adubacado nitrogenada sobre a populacdo microbiana do
solo em trés fases: logo apés incubacédo por vinte dias, apds o cultivo de mucuna
e apés a deposicdo e decomposicdo da mucnuna nos vasos. O segundo

experimento objetivou avaliar o efeito do biocarvdo sobre os parametros de
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crescimento das plantas e atividades das bombas de H*-ATPases em mudas de
Carica papaya L. No primeiro experimento foi verificado que logo apés a
incubacédo do solo, e apés a decomposi¢do da mucuna o biocarvao proporcionou
efeito positivo sobre os niveis populacionais de fungos crescidos em meio caldo
nutriente solido, porém ndo houve efeitos significativos apos o plantio da mucuna.
A aplicagdo de composto organico, de nitrogénio ou do biocarvéo nao influenciou
o tamanho das populacdes de bactérias fixadoras de nitrogénio em meio semi-
solido com malato como fonte de carbono. Os efeitos benéficos mais evidentes da
aplicacdo do biocarvdo no solo ocorreram para os fungos e bactérias totais,
principalmente nas fases iniciais e no manejo controle, indicando a importancia do
biocarvdo em solos com baixos teores de N e de matéria organica. No segundo
experimento verificou-se que plantas tratadas com biocarvdo apresentaram
incrementos significativos em todos os parametros de crescimento e um aumento
consideravel no acumulo de nutrientes tanto na parte aérea como na raiz. Foi
observado que as bombas de H*, P-ATPase e V-ATPase foram ineficientes em

comparacao ao controle, porém, houve uma eficiéncia nas bombas V-PPase.



ABSTRACT

BARCELOS, JULIA GALLON, Msc. INFLUENCE ON BIOCHAR SOIL
MICROORGANISMS AND PROTONS ACTIVITIES PUMPS. Advisor: Luciana
Aparecida Rodrigues. Co-advisor: Alessandro Coutinho Ramos.

The central quality of biochar is its porous structure, which directly influences the
physical, chemical and biological soil and indirectly provides other benefits such as
water retention and increased availability of nutrients. These changes in the soil
can influence positively or negatively the soil microbiota. Another factor that should
be considered is the direct and indirect influence of biochar on growth and
productivity of crops of agricultural interest. These responses will depend on the
type of biochar, the physical and chemical characteristics of the soil and
conditioners and fertilizers added to the soil. Two experiments were conducted.
The first experiment aimed to evaluate the effect of biochar, the organic compound
and nitrogen fertilization on soil microbial population in three stages: after
incubation for twenty days, after the velvet bean cultivation and after the
deposition and decomposition of mucuna in the vessels. The second experiment
aimed to evaluate the effect of biochar on the growth parameters of plants and
activities of H + -ATPase pumps in Carica papaya L. Seedlings. In the first
experiment it was found that after the incubation periods, and after decomposition
of Mucuna biochar provided positive effect on the population levels of fungi grown
on solid nutrient broth, but no significant effects after planting mucuna. The



application of organic compost increased the population density of total bacteria
only after the planting of mucuna. The application of organic compound, nitrogen
or biochar did not influence the size of populations of nitrogen-fixing bacteria in
semi-solid medium with malate as carbon source. In the second experiment it was
found that plants treated with biochar showed significant increases in all
parameters of growth and a considerable increase in the accumulation of nutrients
in both the aerial part and the roots. It was observed that pumps H +, P-ATPase
and V-ATPase were inefficient compared to the control, however, there was a

performance in the V-PPase pumps.
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1. INTRODUCAO

O biocarvéao, conhecido também pelo termo biochar (biocarvdo em inglés) é
o resultado do processo de pirdlise de material vegetal e/ou animal, em um local
teor de oxigénio controlado (Britannica Academic, 2016). A ideia de utilizacdo do
biocarvao e a importancia para a sociedade inicialmente seria para a mitigagao
dos gases de efeito estufa e a manutencédo de C-organico no solo (Galinato et al.,
2011; Oleszczuk et al., 2013) tendo em vista a maior estabilidade do C (carbono)
do biocarvdo comparativamente a aquele presente no material de origem
(material vegetal), contribuindo para promover incrementos no teor de C edéfico,
e consequentemente sequestro de carbono (Sohi et al., 2010).

O biocarvao tem atraido a atencdo da comunidade cientifica, também, por
causa das suas promissoras aplicabilidades em diferentes areas, a nivel
ambiental e econdémico (Qian et al., 2015). Dentre os principais focos de
estudados estdo as mudancas que pode promover nas caracteristicas fisicas,
guimicas e bioldgicas do solo (Lehmann et al., 2011), podendo elevar as reservas
presentes de carbono e nutrientes, além de atuar como condicionante do solo
(International Biochar Initiative, 2015).

O efeito do biochar nas caracteristicas biol6gicas do solo deve-se a
estrutura porosa que o biocarvdo criando um hébitat ideal para proliferacdo de
micro-organismos aerobicos nesses poros (Steinbeiss et al., 2009). Foi verificado
por Liu et al (2016) que solo incubado com microrganismos previamente

selecionados e biocarvao proveniente de palha devmilho apresentou aumentos



significativos na solubilizacdo do K comparativamente ao tratamento com
incubagéo desses microrganismos em auséncia do biocarvao.

O pH do biocarvao normalmente € alcalino, sendo que sua aplicacdo no
solo pode elevar o pH alterando a disponibilidade de nutrientes (Novais et al.,
2007). Variacdes no pH do solo podem alterar o potencial elétrico das membranas
celulares, alterando o padréo de absorcéao de nutrientes (Marschner, 2012).

O potencial de utilizacdo do biocarvdo na agricultura requer estudos mais
apurados para se entender qual o real impacto que esse material pode causar
nnas caracteristicas do solo e sobre as culturas. Sendo assim o0 objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito do biocarvdo associado ao composto organico e a
adubacdo nitrogenada sobre a populagdo microbiana do solo e ainda o efeito do
biocarvdo sobre os parametros de crescimento e as atividades das bombas de

préton em mudas de Carica papaya L.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biocarvao

A Terra Preta de indio foi descoberta em 1870, na Amazénia. S0 manchas
profundas de solo escuro, muito fértil, diferente do solo pobre existente em quase
toda a regido, 0s quais sao altamente intemperizados, acidos, com baixa
capacidade de troca cationica (CTC), baixa fertilidade e, consequentemente, com
baixo potencial de producao agricola. As terras pretas de indio contem trés vezes
mais fosforo e nitrogénio, se comparado a solo comum (Rezende et al., 2011).
Nestes solos foi observado grande quantidade de material pirolizado, responsavel
por esse incremento na fertilidade. A partir desse material foram inciados
trabalhos na tentativa de reproduzir os mesmos efeitos em diferentes materiais
vegetais.

O termo biocarvao teve origem a partir do modo de producédo, conhecido como
“pirdlise lenta”, em que ocorre a queima do material na auséncia de oxigénio, em
taxas de aquecimento relativamente lentas, e pico de temperatura baixa. No
entanto, o termo foi estendido para produtos de pirdlise rapida, com temperaturas
elevadas e menor intervalo para a queima (Sohi et al., 2010). A pirdlise pode
originar varios produtos a partir de matéria organica vegetal e animal, como, por
exemplo, o carvdo animal, carvdo vegetal, grafite e o proprio biocarvdo, sendo
que os resultados serdo diferentes para cada técnica empregada, dando origem a

produtos diferenciados em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas.



O biocarvdo é um produto rico em carbono (Lehmann e Joseph 2009), cuja
porcdo organica é formada, principalmente, por compostos aromaticos, que
consistem em anéis de seis atomos de carbono ligados entre si, sem oxigénio (O)
ou hidrogénio (H) (Koelmans et al., 2006). Nestes compostos aromaticos ocorre a
retencdo do carbono, resultando na permanéncia prolongada deste elemento no
solo (Petter et al. 2012), razdo pela qual, o uso do biocarvao vem sendo indicado
para a aplicacdo nos solos agricolas, uma vez que a fertiidade do solo é
melhorada com a aplicacdo do biocarvao pela elevacdo das reservas presentes
tanto de carbono quanto de elementos essenciais para as plantas na sua
composicdo (Nébrega, 2011), além de atuar como condicionador/condicionante
de solo (International Biochar Initiative, 2015). Também vem sendo indicado para
a gestdo de residuos, para a producdo de energia e para a mitigacdo dos
problemas de origem climéticas, tendo em vista a reducdo das emissfes do
carbono para atmosfera (Ramanathan et al., 2008).

Para avaliar a possibilidade da adocao da utilizacdo do biocarvdo em escala
global na agricultura (Steiner, 2007) é necessaria mais informacdo sobre o
desempenho os diferentes tipos de biomassa (residuos) para a sua producao e 0s
efeitos da sua aplicacdo em diferentes solos e em diferentes condi¢Bes climéticas
(Day et al., 2005).

As caracteristicas fisicas, quimicas do biocarvdo variam de acordo com sua
matéria prima (matéria organica de origem) e sdo fundamentais para entender a
funcionalidade e a maneira de como o biocarvao ir4 contribuir para modificar e
potencializar as propriedades do solo (Atkinson et al., 2010). Por possuir uma
composicao heterogénea, o biocarvao pode apresentar diferentes particularidades
em sua estrutura, como superficie hidrofilica e hidrofobica, propriedades acidas e
basicas, que véao reagir com as substancias encontradas no solo (Lua et al.,
2004).

Na fabricacdo do biocarvao, a temperatura é o principal fator responséavel pelo
nivel de carbono perdido e pela mudanca fisica que ocorre durante a pirélise,
sendo também responsavel pela presenca de micro-poros devido a perda de agua
durante a desidroxilagdo, aumentando, assim, a superficie especifica (Bagreev et
al., 2001) e a quantidade de sitios quimicos reativos. A alta porosidade auxilia na
reducdo de emissdes de gases que causam o efeito estufa, principalmente dos

provenientes de adubacdes nitrogenadas (Bhatia et al., 2010), e retencéo da agua



no solo (Glaser et al., 2002). Segundo Barrow, 2012, essa estrutura interna
complexa fornece um nicho adaptativo potencialmente valioso para o0s

microrganismos e para producdes subsequentes de biofilmes.

2.2. Microrganismos do solo e materiais organicos destinados ao uso na

agricultura.

O solo é constituido pelo balanco entre fracdes liquida (dgua e materiais
dissolvidos), gasosa (gases atmosféricos) e sélida (minerais e matéria organica),
(Leite e Araujo, 2007).

A atividade microbiana € altamente concentrada nas primeiras camadas do
solo, realizando diversas fun¢des essenciais para o seu funcionamento, como a
decomposicdo da matéria organica associada a mineralizacdo de nutrientes,
solubilizacdo de mineirais em formas disponiveis as plantas e degradacdo de
substancias toxicas (Araujo e Monteiro, 2007).

Técnicas como a cobertura vegetal do solo, a incorporagao de restos vegetais,
a adubacdo organica e a aplicacdo de humus de minhocas, permitem a
manutencdo da atividade microbiana e melhora os niveis de fertilidade do solo
mantendo a sustentabilidade agricola (Andreola e Fernandes, 2007).

Os principais fatores que afetam os microrganismos do solo séo: diversidade e
labilidade de substratos de carbono para as demandas energéticas, nutrientes
minerais, composi¢do e forca i6nica da solugcdo do solo, pH, composicdo e
pressdo atmosférica, umidade, potencial redox, temperatura e radiacdo solar,
profundidade e cobertura vegetal, interacbes entre organismos e impactos
antropogénicos. Esses fatores agem simultaneamente e geralmente estéo inter-
relacionados, por isso, € dificil modificar um deles sem modificar outros (Moreira e
Siqueira, 2006). Como o0s microrganismos também possuem seus proprios
requerimentos nutricionais, parte dos nutrientes liberados durante o processo de
decomposicdo pode ser imobilizada na biomassa microbiana. Dentre o0s
elementos que sdo frequentemente imobilizados destacam-se o N, P e S (Junior e
Mendes, 2007). Com a decomposicdo de materiais organicos vegetais e animais
uma parte dos nutrientes minealizados pode ser utilizada pelas plantas, por isso

sdo empregados na agricultura na forma de composto organico.



A compostagem e a vermicompostagem ja estd bem estabelecida nos
sistemas agricolas, notadamente nos cultivos em sistema de agricultura familiar
ou nos cultivos organicos. Diversos tipos de materiais organicos sao utilizados
para producdo de compostos organicos, como por exemplo, esterco fresco de
animais, restos de culturas, leguminosas, etc., através dos processos de
fermentacdo aerdbica e anaerbbica (Santos et al., 2014). A compostagem é
definida como um processo aerdbico controlado, desenvolvido por uma populacao
diversificada de micro-organismos, efetuada em duas fases distintas: na primeira
ocorrem as reacdes bioguimicas mais intensas, predominante termofilicas; na
segunda, chamada de fase de maturagcdo, ocorre o processo de humificagdo
(Pereira Neto, 1987). O composto pode, também, passar por um processo de
vermicompostagem, que € o resultado da combinacdo da acao de minhocas e dos
micro-organismos que habitam seus intestinos, dando origem ao vermicomposto
(Albanel et al., 1988).

O composto organico possui cor escura, é rico em humus e sua composicao
varia de acordo com a natureza da matéria-prima utilizada (Cunha, 2008). O
beneficio proporcionado pelo composto organico para o solo ndo é apenas o de
fornecer nutrientes para as plantas, mas, principalmente de atuar melhorando
suas propriedades fisicas e biologicas (Oliveira et al., 2004), promovendo a
solubilizacdo de nutrientes em solos minerais, melhorando a estrutura
(granulacéo) do solo, favorecendo uma maior atividade microbiana, promovendo a
elevacao da capacidade de troca cations do solo, melhoria da capacidade tampao
do pH do solo e reducéo da toxidez por pesticidas e de outras substancias téxicas
(Campanhola e Valarini, 2001; Oliveira et al., 2004; Petry et al., 2012).

Outra prética conservacionista na agricultura que tem como objetivo auxiliar a
fertilizacdo dos solos, aumentando a diversidade da biota € a adubacédo verde
(Silva et al., 2013). A prética da adubacédo verde proporciona diversas vantagens
como: aumento do teor de matéria organica, da retencdo da agua no solo e da
capacidade de troca de cations, reducdo dos indices de erosdo, da perda de
nutrientes e da quantidade de plantas invasoras e ataque de pragas e doencas,
(Alcantara et al., 2000). O adubo verde pode ser utilizado em associacao,
sucessédo ou rotacdo com a cultura comercial (Gomes et al., 2005). As principais
espécies utilizadas como adubacéo verde, sdo as leguminosas (Alcantara et al.,

2000) que, além de proporcionarem beneficios similares aos obtidos com as



outras espécies empregadas para essa préatica, formam associa¢gbes simbioticas
com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, incorporando quantidades
expressivas de nitrogénio nos sistemas de cultivo (Corréa et al., 2014).

A aquisicdo de nitrogénio (N) através do mecanismo de fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) € utilizada pelos diferentes tipos de ecossistemas do planeta. Em
1883 foi realizada a primeira descricdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico (Deaker et al., 2004), conhecidas também como diazotroficas.

Os organismos diazotréficos podem ser encontrados em vida livre, associados
ou em simbiose com as plantas. Em razdo de sua capacidade de sobreviver em
ambientes deficientes em nitrogénio, as bactérias diazotroficas associativas
podem enriquecer seletivamente a rizosfera, local em que habitam (Kuss et al.,
2007). A FBN €& uma importante via de incorporacdo de nitrogénio ao
ecossistema, e constantemente € reciclado para a atmosfera principalmente pela
acdo de organismos decompositores da matéria organica do solo, podendo ser
por meio da morte e decomposicdo das bactérias diazotroficas ou das plantas
associadas ou em simbiose com essas bactérias (Marin et al., 1999).

A adubacdo verde esta se tornando uma pratica comum nos sistemas de
producédo, sendo importantes os estudos relacionados principalmente com a taxa
liberacdo dos nutrientes, quantidade de N na biomassa vegetal, e formas de
manejo que proporcionem a liberacdo de nutrientes para a cultura agricola na
époda de maior demanda nutricional (Diniz et al., 2007). Nas plantas, o nitrogénio
€ um componente essencial em vérias reacdes além de fazer parte da estrutura
da molécula da clorofila, de enzimas e de proteina (Taiz e Zeiger, 2006).

Diniz (2011) avaliou doses de adubo verde (0, 3, 6, 9 t ha!) na producéo de
brécolis, com adicdo doses de composto organico e dois tratamentos
testemunhas: 100% da recomendagdo nitrogenada na forma mineral e
testemunha absoluta, sem adubacdo. O adubo verde foi aplicado no dia do
transplantio dos brécolis. Aos 60 dias apds o transplantio, a area do dossel das
plantas que receberam as doses de adubo verde foi significativamente maior do
que a area do dossel das plantas da testemunha absoluta, e a area do dossel das
plantas de brécolis que receberam 9 t ha'! de adubo verde + composto foi
superior a das plantas que receberam 25 t ha* de composto organico, indicando o

potencial de uso desses materiais.



Segundo Hernani et al. (1995), o manejo da matéria organica mediante
rotacdo de culturas, adubacdo verde e consorciagcdo de culturas pode
proporcionar melhor aproveitamento de adubos quimicos e possibilitar reducéo
nos custos com adubacdo nitrogenada mineral, uma vez que possibilita o
aumento da atividade microbiana do solo.

Os micro-organismos do solo podem ser considerados bons indicadores da
qualidade do solo, devido a sua capacidade de responder rapidamente a
mudancas advindas de alteracdo no manejo ou uso da terra, além de que a
atividade microbiana reflete a influéncia conjunta de todos os fatores que regulam
a degradacdo da matéria organica e a transformacdo dos nutrientes. Dessa
forma, um solo de alta qualidade deve possuir atividade biologica intensa e
possuir populacdes microbianas diversificadas (Chaer et al., 2014). Outro grupo
de micro-organismos importante no crescimento e nutricdo das plantas séo as
bactérias promotoras de crescimento vegetal, também conhecidas como PGPB
(Plant Growth Promoting Bacteria) (Glick, 2012). Estas bactérias recebem tal
denominacdo por atuarem promovendo o crescimento das plantas através de
varios processos, através da disponibilizacdo de nutrientes, da producdo de
reguladores de crescimento vegetal e/ou protecdo contra fitopatdgenos (Glick,
2012).

As interacdes microbianas no solo podem ser importantes para os diferentes
processos microbiolégicos e bioquimicos, e proporcionam um aumento na
producdo de alimentos, além da conservacdo da qualidade ambiental (Leite e
Araujo, 2007). Porém, algumas praticas realizadas, como a adubac¢éo ou remocéao
de elementos pelas culturas e o tipo de manejo (plantio convencional ou direto,
sistema organico ou convencional), podem influenciar beneficamente ou nédo as
interacdes microbianas no solo (Aradjo e Monteiro, 2007). De acordo com Araujo
et al., (2001) a adubacdo orgéanica ou convencional aumenta a atividade e a
biomassa microbiana, porém, a nodulacao, fixacdo biolégica do nitrogénio, e a
micorrizacdo sao prejudicados pela alta adubacdo nitrogenada e fosfatada,

respectivamente.



2.3. Influencia do biocarvao na atividade microbiana do solo

Pouco se sabe sobre os efeitos do biocarvdo nos micro-organismos do solo e
consequentemente, sobre o balangco de carbono no solo (Glaser, 2006). A
variabilidade estrutural que o biocarvao pode ter de acordo com o seu material de
origem dificulta ainda mais o entendimento desses efeitos.

A estrutura do biocarvdo permite a manutencdo da umidade, criando um
hébitat ideal para proliferagdo de micro-organismos aerdébicos nesses poros
(Steinbeiss et al., 2009). Alémdisso, o biocarvéo proporciona modificagdes fisico-
guimicas no solo resultando no aumento da capacidade de troca catiénica (CTC)
do solo. Esta CTC permite a adsor¢cdo de elementos minerais que, por sua vez,
podem atuar sobre o crescimento microbiano e sobre a taxa de mineralizagao de
compostos organicos (Muhammad et al., 2014). Além disso, o biocarvao
geralmente apresenta pouco N inorganico o que, de acordo com Atkinson et al.,
(2010) pode favorecer o crescimento das bactérias diazotroficas.

A alteragcédo da atividade microbiana do solo devido a aplicacdo do biocarvao
foi verificado através de métodos como andlise do DNA gendmico total (O’Neil et
al., 2007), contagem em placa (Jin, 2010; Liang et al., 2010).

A influéncia do biocarvéo na atividade de fungos micorrizicos foi verificada por
Warnock et al. (2007). De acordo com estes autores pelo menos quatro
mecanismos poderiam explicar como o biocarvao pode alterar a abundancia total
e/ou atividade dos fungos micorrizicos no solo e nas raizes das plantas. Primeiro,
0 biocarvdo adicionado ao solo altera a disponibilidade de nutrientes além de
causar modificacdes nos parametros fisico-quimicos do solo que influenciam a
relacdo entre as plantas hospedeiras e fungos micorrizicos. Segundo, a adi¢ao do
biocarvao no solo pode proporcionar alteragbes em outros micro-organismos do
solo, como por exemplo, bactérias auxiliadoras micorrizicas (MHB) ou bactérias
solubilizadoras de fosfato (PSB). Terceiro, a alteracdo dos processos de
sinalizacdo dos fungos micorrizicos com as raizes das plantas pelo biocarvao e
quarto, a utilizacdo dos poros do biocarvdo como habitat para organismos

herbivoros de hifas.
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2.4. Mamoeiro

O mamoeiro cultivado comercialmente (Carica papaya L.) pertence a familia
Caricaceae, a qual esta dividida em cinco géneros, com 31 espécies: Carica (21
espécies), Jacaratia (6 espécies), Cylicomorpha (2 espécies), Jarilla (1 espécie) e
Horovitzia (1 espécie) (Dantas e Neto, 2000). Ainda ndo se sabe a verdadeira
origem do mamoeiro, porém, Faria et al. (1994) sugerem que esta espécie tenha
sido originada no nordeste da América do Sul, mais precisamente na parte alta da
Bacia Amazobnica e s6 apds a descoberta do Novo Mundo, o mamoeiro foi
distribuido nos tropicos, principalmente na Africa e Asia.

Atualmente, Brasil se destaca entre os maiores produtores mundiais de
mamao (Fontes et al.,, 2012; Pinto et al.,, 2013). A alta produ¢cdo comeca com
mudas de qualidade obtidas através da escolha de um adequado sistema de
irrigacdo, recipientes, substratos e fertilizantes, principalmente os de liberacao
lenta (Paix&o et al., 2012). A qualidade do mamao também é influenciada por
fatores de pré-colheita, como densidade de plantio e adubacdo, os quais podem
reduzir a vida util do fruto (Godoy et al., 2010).

O mamoeiro pode ser propagado por meio de processos vegetativos,
entretanto a propagacao seminifera continua sendo o meio tradicional para a
formacao de plantios comerciais no Brasil. A producdo através deste processo é
lenta e irregular, podendo ser influenciada por diversos fatores, como estadio de
maturacdo dos frutos, repouso pdés-colheita de frutos, tipo de secagem, remocao
de sarcotesta, tamanho da semente, posi¢cdo da semente no fruto e condicdes de
armazenamento (Cardoso et al., 2009).

Sabendo da importancia da cultura do maméao e sua deficiéncia, estudos
sobre variabilidade genética sdo fundamentais, pois o cultivo do mamoeiro &
vulneravel a fatores bibticos e abibticos, como ataque de pragas e doencas,
variagfes climaticas, estresse hidrico e estresse salino, assim, a caracterizacao e
a exploracdo dessa variabilidade genética podem revelar recursos genéticos de
grande valor (Dantas et al., 2015). Diversos paises trabalham na variabilidade
genética e atualmente existem cerca de 30 espécies de Carica sp. em todo o
mundo, a fim de preservar, caracterizar e avaliar o germoplasma existente, isso
porque a modificacdo genética € uma das maiores preocupacdes atuais (Cabello
et al., 2014).
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No Brasil, a maior parte da cultura do mamao encontra-se implantada em
solos de baixa fertilidade (norte do Estado do Espirito Santo e Extremo Sul da
Bahia), principalmente no que se refere aos niveis de fosforo, o que leva a
utilizacao de altas doses de fertilizantes, sendo eles de 180 a 400 de N, 90 a 300
de P205, 72 a 449 de K20 em g planta™ nos dois primeiros anos de cultivo Essas
variagbes nas doses recomendadas estdo ligadas ndo s6 as diferencas
edafocliméaticas, mas também as produtividades esperadas e condi¢cdes de
irrigacdo. Altas quantidades de nutrientes, como o N, P e K séo exportadas pelos
frutos, sendo necessaria a adubacg&o no solo para a reposicao desses elementos
a cada ano de producao (Oliveira et al., 2004). A redugdo dos custos com
adubacdo pode ser obtida com manejos que incluam a entrada de material

organico no solo.

2.5 Bombas de Préntons

As proteinas que desempenham fungdo em gradientes idnicos foram
reveladas por meio de estudos bioguimicos e biofisicos. As bombas séo proteinas
de membrana que realizam o transporte ativo primario de ions como o H+ ou
Ca2+ e podem também ser caracterizadas como eletrogénicas ou eletroneutras.
Na membrana plasmatica de plantas, fungos e bactérias, assim como no
tonoplasto das plantas e outras endomembranas de plantas e animais, o proton
(H+) é o principal ion que é transportado eletrogenicamente. A H+-ATPase da
membrana plasmatica € um sistema que gera um gradiente de potencial
eletroquimico de H+ através da membrana plasmatica, enquanto a H+-ATPase
vacuolar e a H+-pirofosfatase (H+-PPase) geram o0 mesmo gradiente
transmembranar para o interior do limen do vacuolo e também cisternas do Golgi
(Taiz & Zeiger, 2006).

Na membrana plasmatica das plantas, as mais importantes bombas séo as
H+ e Ca2+-ATPases e bombeiam o ion para o meio exterior, ou apoplasto.
Consequientemente, outro mecanismo € necessario para direcionar a absorcao
ativa da maioria dos nutrientes, chamado transporte secundario de H+. Nele os
solutos podem ser transportados pela membrana, a favor de um gradiente

eletroquimico, por meio da combinagdo do H+ com o ion. Este tipo de co-
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transporte é denominado de transporte secundario de H+ (Morsomme & Boutry,
1999).

A H*-ATPase do tipo P €& uma glicoproteina transmembranar com
importantes fungdes no desenvolvimento da célula vegetal. E uma bomba
eletrogénica que hidrolisa ATP para gerar um movimento de H+ em dire¢do ao
apoplasto, este gradiente de prétons atua como uma for¢ca motriz para viabilizar
transporte ativo de ions e outros metabdlitos, por meio de sistemas secundarios
de transporte que realizam o co-transporte de ions H+ acoplado ao transporte de
substancias para dentro e fora da célula (Hu-Cheng et al., 2003). A H*-ATPase
vacuolar e a H*-pirofosfatase (H*-PPase) geram o gradiente transmembranar do
tonoplasto, a membrana do vacuolo, e também nas membranas das cisternas do
Golgi e reticulo endoplasmaético. Sabe-se que as H+-ATPases de células vegetais
em contato direto com bactérias fixadoras de nitrogénio geram gradientes
eletroquimicos que coordenam e facilitam o movimento de malato e amdénio entre

a planta e o bacteriéide (Day et al., 1995).
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3. TRABALHOS

EFEITO DO BIOCARVAO ASSOCIADO OU NAO A COMPOSTO ORGANICO

E UREIA SOBRE A POPULACAO MICROBIANA EM ESPODOSSOLO
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RESUMO

O trabalho objetivou avaliar o potencial do biocarvdo, do composto
organico e da ureia aplicados individualmente ou associados sobre o crescimento
de micro-organismos de Espodossolo em diferentes fases de avaliacdo: fase 1:
apos a incubacdo do solo (20 dias); fase 2: ap6s o cultivo deste solo com mucuna
(Mucuna aterrima); e fase 3: apds a deposicdo e decomposi¢cdo da mucuna nos
vasos. Os tratamentos constaram de um fatorial 2x2x2, sendo: auséncia e
presenca de biocarvdo x auséncia e presenca de composto organico x auséncia e
presenca da adubacao nitrogenada (ureia). Na fase 1 (p6és incubacao) o biocarvao
apresentou efeito positivo sobre os niveis populacionais de fungos e de bacterias
totais crescidos em meio caldo nutriente sélido onde nédo foi aplicado N ou
composto organico (controle). Sem a aplicacdo do biocarvdo o composto organico
aumentou a densidade populacional das bactérias totais. A aplicacdo de
composto, de N ou do biocarvao néo influenciou o tamanho das populacdes de
bactérias fixadoras de nitrogénio em meio semi-sélido com malato como fonte de
carbono. O biocarvdo ndo promoveu efeitos negativos sobre a populacdo de
fungos totais, bactérias totais e bactérias diazotroficas no solo. No presente
trabalho os efeitos benéficos mais evidentes da aplicacdo do biocarvdo no solo
ocorreram para os fungos e bactérias totais, principalmente nas fases iniciais e no
manejo controle, indicando a importancia do biocarvdo em solos com baixos

teores de N e de matéria organica.
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the potential of biochar, organic compound and urea
applied individually or associates about the growth Spodosol of microorganisms in
different evaluation phases: Phase 1: After incubation of the soil (20 days); Phase
2: After the cultivation of soil with velvet beans (Mucuna aterrima); and Phase 3:
After the deposition and decomposition of Mucuna in the vessels. The treatments
are contained in a 2x2x2 factorial, with: absence and presence of biochar x
absence and presence of organic compound x absence and presence of nitrogen
fertilizer (urea). In phase 1 (after incubation) biochar had a positive effect on the
population levels of total fungi and bacteria grown on solid nutrient broth which
was not applied N or organic compound (control). Without the application of
biochar the organic compound increases the density of total bactéria. The
application of the compound, N or biochar not influence the size of populations of
nitrogen-fixing bacteria in semi-solid medium with malate as carbon source.
Biochar did not cause negative effects on the population of total fungi, total
bacteria and nitrogen fixing bacteria in the soil. In this work the most obvious
benefits of the application of biochar in the soil occurred for fungi and total
bacteria, especially in the early stages and management control, indicating the

importance of biochar in soils with low levels of nitrogen and organic matter.
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INTRODUCAO

No Norte Fluminense as areas de restinga da Baixada Campista, sdo
caracterizadas pela presenca de Espodossolos (Carvalho Filho et al.,, 2003).
Estes solos, apresentam grandes restricbes ao cultivo das plantas devido sua
textura arenosa (cerca de 95% de areia), baixa CTC, soma de bases e teor de
matéria organica. Os cultivos nesses solos requerem altas adubacoes,
notadamente de nitrogénio e potassio, que apresentam grandes perdas onerando
0 manejo da adubacado, sendo recomendada a pratica da aplicacdo de matéria
organica para melhorar suas condicbes quimicas, fisicas e biolégicas (Freire,
2013), as quais podem ser fornecidas na forma de composto organico ou adubo
verde.

O composto orgéanico pode fornecer até 97 % da CTC do solo e complexar
elementos téxicos como o Al, além de imobilizar temporariamente o P na
biomassa o0 que diminui a ocorréncia de P néo labil. Por aumentar a diversidade
de espécies microbianas o composto organico diminui a chance de ocorréncia de
doencas devido a competicdo, antibiose, parasitismo ou predacdo e inducao
sistémica de resisténcia do hospedeiro, além de funcionar como um estimulante
fito-hormonal, resultando em plantas mais equilibradas (Freire, 2013). Micro-
organismos do solo podem ser considerados como bons indicadores da qualidade
do solo, por sua capacidade de responder rapidamente a mudancas advindas da
alteracdo no manejo ou uso da terra e pelo fato de que a atividade microbiana
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reflete a influéncia conjunta de todos os fatores que regulam a degradacao da
matéria organica e a transformacao dos nutrientes (Chaer et al., 2014).

As interacdes microbianas do solo s&do importantes para os diferentes
processos microbiolégicos e bioquimicos e proporcionam um aumento nha
producdo de alimentos, além da conservacdo da qualidade ambiental (Leite e
Araujo, 2007). Dentre elas estdo as interagbes entre bactérias comensais e
fungos micorrizicos, as quais estdo envolvidas na sinalizacdo e colonizacéo
micorrizica de raizes de plantas (Warnock et al., 2007). Além das bactérias
promotoras de crescimento vegetal, também conhecidas como PGPB (Plant
Growth Promoting Bacteria), que sdo capazes de promover o crescimento das
plantas através de diferentes mecanismos (Barretti et al, 2009; Glick, 2012) de
fundamental importancia no sistema solo-planta. Algumas praticas de cultivo
como adubacdo ou remocdo de elementos pelas culturas e tipo de manejo
(plantio convencional ou direto, sistema organico ou convencional) podem
influenciar beneficamente ou ndo as interacBes microbianas no solo (Aradjo e
Monteiro, 2007).

O biocarvdo, também conhecido como biochar, vem sendo testado para
aplicacéo no solo visando o aumento da fertilidade. O biocarvao é produzido pela
chamada decomposicéo térmica do material organico (biomassa como madeira,
cama de frango, esterco ou folhas) sob baixas pressdes parciais de oxigénio (O2),
podendo ser a baixas temperaturas (<700 ° C) (Prins et al., 2006), denominada
pirélise lenta; ou através da pirdlise ultra rapida (PUR) que utiliza altas
temperaturas e dispositivos que permitem altas velocidades de aquecimento a
curto tempo de residéncia (poucos segundos) (Luengo et al., 2008)

O que torna o biocarvao atraente como condicionador do solo é sua estrutura
altamente porosa, sendo responsavel pela retencdo de agua, além de aumentar a
superficie especifica e por consequéncia a CTC do solo (Glaser et al., 2002).
Segundo Barrow (2012), a estrutura interna complexa do biocarvao fornece um
nicho adaptativo potencialmente valioso para os micro-organismos e subsequente
de biofilmes. Assim, a adicdo do biocarvdo no solo pode melhorar as
propriedades quimicas e fisicas do solo e modificar a densidade populacional e
atividade de micro-organismos (Jindo et al., 2012). Essas modificacbes nos
atributos do solo podem ser uma ferramenta importante na recuperagcdo dos

Espodossolos localizados no Norte Fluminense que apresentam grandes
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restricbes ao cultivo das plantas e que atualmente vem sendo utilizado para o
cultivo do coco. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
biocarvao, do composto organico da adubacédo nitrogenada e a interacdo desses
fatores sobre o crescimento de bactérias diazotréficas, fungos e bactérias totais
do solo ap6s o periodo de incubagdo, apds cultivo de adubo verde e apés a

decomposic¢do do adubo verde.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do laboratério de solos
(CCTA) da UENF — Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
com o delineamento experimental em blocos casualizados (6 blocos) em
esquema fatorial 2x2x2, sendo: auséncia e presenca de biocarvdo x auséncia e
presenca de composto organico x auséncia e presenca da adubacéo nitrogenada
para coqueiro (Sobral, 2002), que foi de 116,45 mg dm2 (correspondendo a 50%
da dose recomendada para coqueiro) aplicado na forma de ureia.

O experimento constou de trés fases. Fase 1: incubacédo de 3,2 dm= do solo (a
60% da capacidade de campo) com os tratamentos, por 20 dias em sacolas
plasticas fechadas e com renovacdo do ar a cada sete dias. ApGs esse periodo
foram coletadas amostras de 10 g do solo para avaliagdo microbioldgica e o
restante do solo foi colocado em vasos, onde foram cultivadas plantas de mucuna
correspondendo a fase 2 do experimento.

As sementes de mucuna foram semeadas em copo plastico descartavel e
apos a germinacao foram transferidas para os vasos (duas plantulas por vaso),
sendo irrigadas diariamente e cortadas aos 40 dias ap0s o transplantio. Na
ocasiao do corte da mucuna, foram coletadas novas amostras do solo dos vasos
(10 g) a cerca de 5 cm de profundidade para nova avaliagdo microbioldgica.

Metade da biomassa fresca das plantas de mucuna foram picadas e
depositadas sobre o solo dos vasos, os quais foram cobertos com sacolas

plasticas perfuradas para evitar a perda do material vegetal. Os vasos receberam
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150 mL de agua a cada sete dias durante cinco meses, quando foram coletadas
novas amostras de solo para avaliacdo microbiolégica correspondendo a etapa 3
do experimento.

Os vasos foram confeccionados com dois anéis de PVC (15 cm diametro) com
15 cm de altura cada, sendo que o primeiro anel recebeu os tratamentos e o
segundo anel teve somente solo (sem tratamentos). O resumo das fases do

experimento pode ser observado na Figura 1.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Coleta de solo ap6s Coleta de solo (5 cm de Coleta de solo apds 5
incubagao com profundidade) durante meses de decomposicao
tratamentos por 20 cultivo de mucuna em da mucuna nos vasos (5
dias vasos (40 dias) cm de profundidade)
Y e
(Yo &
&\ 4
'~ @

Solo + tratamentos \ /, Q
Com e sem composto x

com e sem biocarvao x 2

niveis de uréia Solo sem Solo sem
tratamentos tratamentos

Figura 1. Esquema das trés fases da conducéo do experimento. Nas fases 2 e 30
solo com os tratamentos foram condicionados somente na por¢cdo superior dos
vasos (0 — 15 cm) onde também foram coletadas as amostras para avaliacdo

microbiana.

O solo do experimento foi coletado em um coqueiral de area de restinga na
profundidade de 0 — 40 cm, sendo classificado como Espodossolo (Carvalho Filho
et al., 2003) e como Gleyic Entic Podzols segundo a classificacdo da FAO (Gardi
et al., 2014).
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Quadro 1. Caracterizagdo quimica do solo utlizado na instalacdo do
experimento (Metodologia de acordo com EMBRAPA, 1997).

oH 5,40
P (mg dm-3) ** 9,00
K (mg dm3) ** 29,00
Ca (cmolc dm3) *** 1,50
Mg (cmolc dm3) *** 0,40
Al (cmolc dm-3) *** 0,10
H + Al (cmolc dm:3) **** 3,3

Na (cmolc dm-3) ** 0,08
SB (cmolc dm-3) 2,10
T (cmolc dm™3) 5,4

t (cmolc dm3) 2,2

C (%) 1,10
m (%) 5,00
V (%) 35,00
MO (g dm?3) *eeex 19,1
Fe (mg dm3) ** 7,00
Cu (mg dm3) ** 0,2

Zn (mg dm3) ** 1,90
Mn (mg dm3) ** 1,40
B (mg dm3) ** 0,48

"pH em agua; **Mehlich (H2S04 0,0125 mol L + HCI 0,05 mol Lt), "™KCI 1 mol

*kkkk

L1, ™ Acetato de célcio pH 7, ""dicromato de potassio/colorimétrico.

O biocarvao utilizado foi produzido a partir da pirélise de cama de aviario a 700
°C, pelo SPPT Pesquisas Tecnolégicas Ltda, Mogi-Mirim, SP. Foi utilizado 1% do
volume do vaso no tratamento com biocarvao.

O composto organico foi produzido a partir de coco triturado e compostado
com esterco bovino, sendo utilizado 10% do volume total do solo no tratamento

com composto.



22

Quadro 2. Caracterizacdo quimica do biocarvdo e do composto organico utilizado
no experimento (Metodologia de acordo com EMBRAPA, 1997).

Unidade Biocarvao* Composto organico*

pH?! 8,9 6,4
Umidade % 41,6
N g kg 42,91 12,3
P20s g kg 27,62 2,6
K20 g kg 62,32 5,9
Ca g kg1 6,7 54
Mg g kgt 9,04 2,1
S g kgt 5,20

C g kgt 331,20 824
Fe mg kg* 1621 2816
Cu mg kgt 636 19
Zn mg kgt 588 50
Mn mg kgt 588 92

1pH em &gua; * Digestéo total

As avaliagcbes microbiolégicas foram realizadas a partir do método de
diluicdo seriada. Para tal, foram coletadas 10 g de amostras de solo, colocadas
em recipientes de vidro de 100 mL e adicionados 90 mL de solugéo salina estéril
(8,5 g/L de NaCl). Os vidros foram colocados em incubadora shaker a 170 rpm
por 30 minutos para a decantacdo do solo (solucéo A).

Um mL da solugéo A foi transferida para tubos de ensaio, contendo um
volume de 9 mL de solucéo salina (esterilizada) correspondendo a diluicdo 102
Novamente um mL dessa diluicdo foi transferida para outros tubos de ensaio
contendo 9 mL de solugcdo salina. Esse procedimento foi realizado

sucessivamente até a diluicdo 10 (Figura 2).
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Figura 2. Técnica de diluicdo seriada para determinacdo do niumero de unidades

formadoras de colénias de fungos e bactérias no solo.

A analise das bactérias e fungos totais para as trés fases do experimento,
foi realizada em placas de Petri, com aproximadamente 20 mL do meio NB (0,5%
peptona, 0,3% extrato de carne, 0,2% K2HPO4, 0,05% KH2PO4) acrescido de 10 g
Lt de agar. Uma aliquota de 100 pL das diluicdes 10° e 10° de todas as
amostras foram semeadas com o auxilio da alca de Drigalski sobre toda a
superficie das placas, as quais foram colocadas para incubacdo em BOD a 30 °C,
sendo monitoradas diariamente quanto a presenca de coldnias ou contaminacoes.
Apoés cerca de 5 dias de incubacdo foi realizada a contagem total de UFC
(Unidade Formadora de Colénia) de fungos e bactérias.

Para avaliacdo das bactérias diazotréficas, foram retiradas aliquotas de
100pL das diluigcbes 104, 10° e 10 e inoculadas na parte central de recipientes
de 16 mL de capacidade, contendo 5 mL do meio semi-so6lido JNFB A B C 20,
livres de N, composto por: acido malico (59 L), K2HPO4 (sol. 10%, 5 mL L),
MgS04.7H20 (sol. 10 %, 2 mL L), NaCl (sol. 10 %, 1 mL L), CaCl2.2H20 (sol. 1
%, 2 mL L1), Fe-EDTA (sol. 1,64 %, 4 mL L), azul de bromotimol (sol. 0,5 % em
0,2N de KOH, 2 mL L), solucdo de micronutrientes para meio de cultura (2 mL L
1), vitamina para meio de cultura (1 mL L), KOH (4,5 g) e agar (1,6 g). O pH foi
ajustado para 6,5 (D6bereiner et al., 1995).
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Os recipientes foram fechados com tampao de algodao e colocados em
BOD a 30°C por aproximadamente uma semana. Nesse periodo foram avaliadas,
visualmente, a presenca ou nao de pelicula aerotaxica que se forma na parte
superior do recipiente. Em seguida os valores encontrados foram calculados e
transformados através da tabela de McCrady para nimero mais provavel (NMP)
de bactérias diazotroficas.

Os dados de todas as analises foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e a diferenca entre os tratamentos foi aferida através do Teste de

Tukey a um nivel de 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os fungos totais na primeira fase (Fase 1 - apds o periodo de incubacao),
as estimativas populacionais ficaram abaixo do limite de deteccdo para diluicdo
utilizada (Figura 3) nos tratamentos controle e com aplicacdo do composto
independente da aplicacdo do biocarvdo. O mesmo ocorreu com a aplicagcdo do
N, mas sem a aplicacdo do biocarvdo. A aplicacdo de N juntamente com o
biocarvao e do N + composto com e sem biocarvao proporcionou um incremento
da densidade populacional de fungos, sendo maior com a aplicagéo do biocarvao
e composto organico. O biocarvdo somente proporcionou aumento na UFC para

fungos totais quando aplicado junto com o N no solo.
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Figura 3. Fungos totais em espodossolo submetido a quatro manejos: Controle (CTRL), Nitrogénio (N),
Composto Organico (C. Org.) e Nitrogénio mais Composto Orgéanico (N + C.Org.) em presenc¢a e auséncia
de biocarvéo. Aos 20 dias apds o inicio da incubacgédo do solo (Fase 1), ap6s o cultivo da mucuna (Fase 2) e
apos a decomposicdo da mucuna depositada nos vasos (Fase 3). Dados transformados em log (x+1) e
submetidos ao Teste Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam a aplicagdo e nao
aplicacdo do biocarvao dentro de cada manejo. Letras minlsculas comparam os diferentes manejos sem a

aplicacdo do biocarvédo e com a aplicacdo do biocarvdo. UFC = Unidade Formadora de Colbnia.
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Apés o cultivo (fase 2) e apos a decomposi¢do da mucuna (fase 3), para todos
os tratamentos foi possivel quantificar as populacdes de fungos totais, porém néo
houve diferencas significativas nas populacdes entre os tratamentos. Neste caso,
a aplicacdo ou ndo do N, do composto organico ou do biocarvao néo influenciou
significativamente nos resultados. No manejo controle e com composto a
densidade populacional dos fungos no curso da fase 1 para a fase 2 e 3
demonstrou ser crescente, sugerindo a recuperacao da atividade microbiana do
solo. Os resultados obtidos na fase 1 indicam a importancia do biocarvdo em
proporcionar um rapido incremento nas col6énias dos fungos no solo quando
aplicado junto com o N no solo.

De acordo com Atkinson et al. (2010) os diferentes grupos de fungos
presentes no solo v&o ter uma resposta distinta na presenca do biocarvdo. E
importante ressaltar que a composi¢éo do biocarvao, a quantidade e os diferentes
tipos de solo vao proporcionar diferentes respostas para a microbiota presente no
solo.

Para bactérias totais (Figura 4) a aplicacdo do biocarvdo proporcionou
aumento na populacdo no controle e no manejo com a aplicacdo de N+composto
orgéanico na fase 1 e na fase 3. Por outro lado, nestas fases 1 e 3 no manejo com
composto organico foi verificado que a aplicacdo do biocarvdo diminuiu a
populacao de bactérias totais. Quando néo foi aplicado o biocarvao foi verificada,
no manejo controle, menor populacdo de bactérias totais quando comparado aos
demais manejos (aplicacao de N, composto organico e N+composto organico) nas
fases 1 e 2. Nas comparacdes entre os tratamentos com a aplicacao do biocarvao
a populacdo de bactérias foi maior com a aplicacdo conjunta de N + composto
organico nas fases 2 e 3, enquanto na fase 1 a maior populacdo de bactéria foi

verificada no manejo N e N + composto organico.
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Figura 4. Bactérias totais em espodossolo submetido a quatro manejos: Controle (CTRL), Nitrogénio (N),
Composto Orgéanico (C. Org.) e Nitrogénio mais Composto Organico (N + C.Org.) em presenca e auséncia
de biocarvao. Aos 20 dias apés o inicio da incubacao do solo (Fase 1), ap6s o cultivo da mucuna (Fase 2) e
apos a decomposicdo da mucuna depositada nos vasos (Fase 3). Dados transformados em log (x+1) e
submetidos ao teste Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam a aplicagdo e ndo
aplicacdo do biocarvdo dentro de cada manejo. Letras minisculas comparam os diferentes manejos sem a

aplicacdo do biocarvdo e com a aplica¢do do biocarvdo. UFC = Unidade Formadora de Col6nia.
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Prayogo et al. (2014) observaram que a quantidade de biomassa bacteriana
foi aumentada pela aplicagdo de biocarvao no solo. Além disso, as concentracdes
de biocarvao influenciam a composi¢cdo da comunidade microbiana, no entanto, o
efeito do biocarvéo foi menor do que o efeito do tempo na formacao da estrutura
da comunidade. No presente experimento a menor quantidade das populacdes
detectaveis de bactérias na fase 1 no tratamento controle (sem N, sem composto
e sem biocarvao) indicou baixa atividade microbiana do solo e a necessidade de
entrada de composto organico ou do biocarvao juntamente com o N no sistema,
para dar subsidios para o crescimento da populacdo de bactérias totais.

Nas trés fases do ensaio foi verificada a presenca de populacfes de bactérias
diazotréficas utilizadoras de malato (Figura 5), sem diferenca significativa entre os

manejos adotados ou a aplicacdo ou nao do biocarvao.
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Bactérias Diazotréficas - Fase 1
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Figura 5. Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas submetido a quatro manejos: Controle
(CTRL), Nitrogénio (N), Composto Organico (C. Org.) e Nitrogénio mais Composto Organico (N + C.Org.) em
presenca e auséncia de biocarvdo. Aos 20 dias apo6s o inicio da incubagédo do solo (Fase 1), apds o cultivo
da mucuna (Fase 2) e apds a decomposicdo da mucuna depositada nos vasos (Fase 3). Dados
transformados em log (x+1) e submetidos ao teste Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas
comparam a aplicacdo e ndo aplicagdo do biocarvdo dentro de cada manejo. Letras minisculas comparam
os diferentes manejos sem a aplicacdo do biocarvdo e com a aplica¢do do biocarvao. NMP= Numero Mais
Provavel.
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De acordo com Atkinson et al. (2010) o biocarvao geralmente tem pouco N
inorganico, o que pode favorecer as bactérias diazotréficas, sendo uma vantagem
competitiva para a colonizacéo do biocarvao, no entanto isso nao foi verificado no
presente experimento. Noyce et al (2015) avaliando as respostas microbiana do
solo apds 2 anos de aplicagdo do biocarvao em floresta temperada verificaram
que a adicdo de 5 mg ha! de biocarvdo nédo foi nem benéfica nem téxica para os
micro-organismos do solo, sugerindo que o biocarvao pode ser aplicado ao solo
sem que isso afete negativamente a comunidade microbiana do solo. Esta
resposta foi semelhante ao observado no presente trabalho para as bactérias
diazotroficas, uma vez que ndo foram verificados aumentos ou reducgles
significativas dessas bactérias.

Quilliam et al. (2013), estudando o efeito do biocarvdo em bactérias
diazotréficas, comenta sobre a importancia de estudos em campo a longo prazo
com diferentes doses de biocarvdo para determinar a influéncia dessas
aplicacdes nos organismos fixadores de N e para o fornecimento de dados que
possam auxiliar nas decisfes de gestdo agrondmicas e estratégias de mitigacao
das mudancas climaticas. No presente trabalho os efeitos benéficos mais
evidentes da aplicagdo do biocarvéo no solo ocorreram para os fungos e bactérias
totais, principalmente nas fases iniciais e no manejo controle, indicando a

importancia do biocarvdo em solos com baixos teores de N e de matéria organica.
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CONCLUSAO

O biocarvao promoveu um efeito positivo sobre as densidades populacionais
de fungos e bactérias totais do solo aos 20 dias apds a sua aplicacdo ao solo
onde néo foi aplicado N ou compsoto organico.

Sem a aplicagdo do biocarvdo o composto organico aumentou a densidade
populacional das bactérias totais.

A aplicacdo do composto organico, do N ou do biocarvao néo influenciou na
dindmica populacional das bactérias diazotroficas.

O biocarvao nédo promoveu efeitos negativos sobre a populacdo de fungos

totais, bactérias totais e bactérias diazotroficas no solo.
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A MODULACAO DIFERENCIAL DAS BOMBAS DE PROTONS E O CENTRO
DA RESPOSTA DE CRESCIMENTO DE Carica papaya MEDIADA PELO
BIOCARVAO
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RESUMO

O biocarvao é uma alternativa promissora, por ser uma tecnologia de
emissfes negativas (negative emissions technologies NETS), sendo visado para
diminuir o impacto causado pela agricultura. Sabendo das qualidades do
biocarvao, é notavel a importancia da sua utilizacdo como tecnologia inovadora
para promover o aumento da producdo, minimizando os impactos negativos dos
gases do efeito estufa e dos fertilizantes utilizados em demasia na agricultura,
porém, sdo necessarios estudos mais especificos para entendimento da influéncia
do biocarvao nas plantas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
do biocarvéo no crescimento, nutricdo das plantas de Carica papaya L. e nas
atividades das bombas de H* isoladas das raizes deste vegetal. Plantas tratadas
com biocarvao apresentaram incrementos significativos em todos os parametros
de crescimento e um aumento consideravel no acumulo de nutrientes tanto na
parte aérea como na raiz. Houve uma reducdo na atividade das bombas P-
ATPase e V-ATPase, e um aumento na atividade da V-PPase, porém, sao

necessarios mais estudos para a real influéncia do biocarvdo nas bombas de H*.



39

ABSTRACT

Biochar is a promising alternative, as a negative emissions technology
(negative emissions technologies NETs), which aimed to reduce the impact of
agriculture. Knowing the biochar qualities, it is remarkable the importance of using
biochar as innovative technology to promote increased production, minimizing the
negative impacts of greenhouse gases and fertilizers used excessively in
agriculture. However, we need more specific studies to understand the influence of
biochar in plants. The objective of this study was to evaluate the influence of
biochar on growth and nutrition of plants Carica papaya L. and the activities of H*
pumps isolated from the roots of this plant. Plants treated with biochar showed
significant increases in all parameters of growth and a considerable increase in the
nutrient accumulation in the shoot and root. There was a decrease in the activity of
the pumps P-ATPase and V-ATPase, and an increase in the activity V-PPase,
however, further studies are needed to understand the actual influence of biochar

on H* pumps.
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INTRODUCAO

Atualmente estima-se que a marca da populacdo mundial esteja em 8
bilhdes de habitantes (ONU, 2008), sendo que esse numero tende a aumentar
cada vez mais com o passar dos anos. Consequentemente a necessidade do
aumento da produc¢do na agricultura é inquestionavel e desta forma o emprego de
fertilizante se torna de fundamental importancia para suprir a crescente demanda
por alimentos (Casarin, 2012). A agricultura é considerada uma grande fonte de
emissao antrépica de gases do efeito estufa (GEE), principalmente de fertilizantes
que possuem o6xido nitroso (N20) na sua composi¢cdo, o qual representa 60%
desta emissdo em relacdo aos demais gases (Bhatia et al., 2010) e possui um
potencial de aquecimento global 298 vezes maior do que o didxido de carbono
(CO2) (Forster et al., 2007).

Com o aumento da emissao dos gases poluentes a principal consequéncia
€ 0 aumento da temperatura, que afeta drasticamente o clima e influencia
negativamente a fauna, flora e os ecossistemas (Tavoni et al., 2015). Para evitar
esse aquecimento, 0 cenario mais recente traz, através da avaliagdo de modelos
integrados (integrated assessment models IAMs), a implantacdo de tecnologias
de emissdes negativas (negative emissions technologies NETS) em grande
escala, ou seja, tecnologias que resultem na remocao de CO2/GEE da atmosfera
(Riahi et al., 2015).

Entre essas tecnologias destaca-se o biocarvao, cuja utilizacdo no solo,

representa um papel significante no sequestro e retengcdo de CO2 da atmosfera
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(Major et a., 2010). Existem quatro beneficios gerais para aplicacdo de carbono
pirogénico no solo agricola: sequestro de C, reducdo de emissdo de N:0,
incremento dos niveis de carbono organico do solo e aumento do rendimento das
culturas (Kauffman et al., 2014). Durante o processo de formacéo do biocarvao a
maior parte dos macros e micronutrientes e cerca de metade do N existentes na
da matéria-prima retornam para o solo quando este biocarvdo é utilizado como
corretivo/condicionador do solo, promovendo assim a maior disponibilidade de
nutrientes para as plantas (Laird et al., 2010). O aumento da porosidade e
exposicdo de cargas altera a CTC do biocarvdo promovendo, assim, uma maior
retencdo de nutrientes e agua e maior disponibilidade de nutrientes para as
plantas.

A absorcdo de nutrientes pelas plantas e a compartimentalizacdo dos
mesmos no vacuolo das células vegetais é dependente de um gradiente de
protons (H*) gerado por proteinas especificas da membrana plasmética e do
tonoplasto (Sondergaard et al., 2004). As H*-ATPases do tipo P, estdo presentes
na membrana plasmatica de células vegetais e realizam o transporte de prétons
para a regidao do apoplasto, enquanto as H*-ATPases do tipo V e H*-PPases
transportam H* para o interior do vacuolo (Taiz e Zeiger, 2002). Estas proteinas
sdo fundamentais para a regulacdo de diversos processos celulares, como a
manutencdo do pH citosélico e também a formacdo de um gradiente
eletroquimico que energiza as membranas faciltando os transportadores
secundarios, permitindo a entrada de nutrientes nas células assim como a sua
acumulacéo no vacuolo (Falhof et al., 2016).

Dito isto, € notavel a importancia da utilizacdo do biocarvdo como
tecnologia inovadora para promover o aumento da producdo, minimizando os
impactos negativos dos gases do efeito estufa e dos fertilizantes utilizados em
demasia na agricultura. Assim, a hip6tese deste trabalho é que o biocarvao
influencia positivamente o crescimento nas plantas de mamoeiro (Carica papaya
L.) e também as atividades das bombas de H*. Para isso tracou-se os seguintes
objetivos: avaliar a influéncia do biocarvdo no crescimento e nutricdo das plantas
de Carica papaya L. e nas atividades das bombas de H* isoladas das raizes deste

vegetal.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universiade
Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, constando de dois tratamentos (controle e aplicagcao
com biocarvao) e 6 repeticdes. O experimento foi realizado em um delineamento
experimental inteiramente casualizado, constando de dois tratamentos (controle e

tratado com biocarvao) e 6 repeticoes.

Condi¢des de cultivo e andlise das caracteristicas de crescimento das plantas

O biocarvao utilizado no experimento foi obtido da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), através do professor Claudio Roberto Fonseca Sousa
Soares, sendo produzido a partir da pir6lise de cama de aviario a 700°C, pelo
SPPT Pesquisa Tecnolégicas Ltda. em Mogi-Mirim, SP, seguindo a metodologia
descrita por Lin et al. (2012). A andlise quimica do biocarvdo pode ser observada
na Tabela 1. Os tratamentos consistiram da aplicacdo e nao aplicagcdo do
biocarvao no solo na quantidade de 1% do volume do vaso em 6 repetigdes.

O solo foi coletado no municipio de S&o Francisco de Itabapoana,
apresentando textura argilosa. ApGs a coleta, o solo foi seco ao ar e a sombra por
5 dias e as amostras foram entdo encaminhadas ao laboratério de rotina de
analise de solos da Universidade Federal do Rio de Janeiro para a realizacao das

analises quimicas cuja analise do solo original (Tabela 2). O solo recebeu 0,29 g
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dm- de calcario (PRNT 80%), foi homogeneizado e incubado mantido a 60% da
sua capacidade de campo. Apés 30 dias da calagem o solo foi adubado com 15
mg dm de P na forma de fosfato de Araxa e também recebeu o biocarvéo (para

os tratamentos com biocarvao) que foi adicionado em 1 % v/v em vasos de 4 dm?3.

Tabela 1. Caracterizagdo quimica do biocarvdo utilizado no experimento
(Metodologia de acordo com EMBRAPA, 1997).

Caracteristicas Unidade Biocarvéo*
pH? 8,9
Umidade %

N g kgt 42,91
P20s g kgt 27,62
K20 g kg 62,32
Ca g kgt 6,7
Mg g kgt 9,04
S g kgt 5,20
C g kg! 331,20
Fe mg kgt 1621
Cu mg kg 636
Zn mg kg 588
Mn mg kgt 588

pH em &gua; *Digestéo total

Em seguida, sementes de mamoeiro (Carica papaya L.) cv. Golden obtidas
através da coleta de frutos comercializados e produzidos no Estado do Espirito
Santo foram lavadas para a retirada do tegumento e cinco sementes foram
semeadas em cada vaso contendo os tratamentos

Aos 30 dias apdés o semeio foi realizado um desbaste mantendo-se uma
Unica planta de porte médio em cada vaso. As plantas foram irrigadas diariamente
com agua deionizada e monitoradas quanto ao aparecimento de pragas, doencas

e sintomas de deficiéncia nutricional. Aos 80 dias ap0s 0 semeio as plantas do
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tratamento controle apresentaram sintomas de deficiéncia nutricional, desta
forma, as plantas de todos os tratamentos receberam 25 mg dm= de N e 100 mg
dm= K nas formas de ureia e KClI, respectivamente.

Os indicadores de crescimento foram avaliados em trés repeticbes
coletadas aleatoriamente ap6s 150 dias do inicio do experimento. A altura da
parte aérea foi medida com auxilio de uma régua milimetrada, o didmetro do colo
foi medido com um paquimetro digital. Em seguida, a parte aérea foi coletada na
altura do coleto (rente ao solo), foi seca em estufa de circulacédo forcada de ar a
60° C por 72 horas e por fim, foi pesada para avaliacdo da massa seca. Foram
coletadas amostras de 200 g de solo para analise quimica (Tabela 2).

Os vasos (sem a parte aérea) foram imersos em agua dentro de baldes de
10 dm? para facilitar a retirada das raizes. As raizes removidas foram colocadas
em peneiras de 2 mm, lavadas com jato de agua, secas em papel toalha e
pesadas para avaliacdo da massa fresca. As raizes foram entdo secas em estufa
de circulagcéo forcada de ar a 60° C por 72 horas e pesadas para avaliacdo da
massa seca. As outras 3 repeticdes de cada tratamento foram utilizadas para a

analise das bombas de H*.
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Tabela 2. Caracterizacdo quimica do solo utilizado utilizando antes da

instalacdo do experimento e apdés a colheita das plantas de mamé&o
(Metodologia de acordo com EMBRAPA, 1997). (Média de 3 repeticdes)

Solo apés a Solo apés
Caracteristicas Solo original colheita colheita (com
(controle) biocarvéo)

pH* 53 5,8 5,9

P (mg dm3) ** 3 7 88

K (mg dm3) ** 100 110 262
Ca (cmolc dm3) *** 1,0 1,6 2,7
Mg (cmolc dm-3) *** 0,5 0,7 1,0

Al (cmolc dm3) *** 0,0 0,0 0,0

H + Al (cmolc dm-3) **x* 1,9 1,5 2,1
Na (cmolc dm-3) ** 0,02 0,10 0,29
SB (cmolc dm-3) 1,8 2,7 4,7

T (cmolc dm™3) 3,7 4,2 6,8

t (cmolc dm3) 1,8 2,7 4,7

C (%) 0,96 0,92 1,32

m (%) 0 0 0

V (%) 48 64 69
MO (g dm-3) #xxxx 16,6 15,9 22,8
Fe (mg dm-3) ** 32,0 - -

Cu (mg dm3) ** 0,4 - -

Zn (mg dm3) ** 1,4 - -

Mn (mg dm-3) ** 5,9 - -

B (mg dm3) ** 0,18 - -

"pH em agua; “Mehlich (H2SO4 0,0125 mol L' + HCI 0,05 mol L), ™KCI 1

mol L1, " Acetato de calcio pH 7,

Kkkkk

dicromato de potassio/colorimétrico.
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Isolamento de Membrana

A preparacdo da fracdo microssomal de raizes de Carica papaya L. foi
realizada através do método de centrifugacdo diferencial (Giannini e Briskin,
1987). As amostras de tecido fresco de raizes (5g) foram homogeneizadas em
meio tamponado usando almofariz e pistilo. O tampé&o de extracdo foi composto
de sacarose 250 mM, glicerol 10 %, DTT 5 mM, EDTA 5 mM, PVP-40 0,4 %, KCI
100 mM, BSA 0,3 %, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, Tris-HCI pH 8,0 100 mM,
na relagcdo peso de tecido/volume de tampédo de 1:2. Toda a manipulacéo foi
realizada na temperatura entre 0 e 4°C. O homogenato resultante foi entdo filtrado
e submetido a centrifugacao a 1500 g, durante quinze minutos para a remocéao de
células ndo rompidas e nucleos e parede celular. O sobrenadante foi coletado e
submetido a uma nova centrifugacdo a 10.000 g por 15 minutos, para a retirada
das mitocondrias. Estas organelas foram separadas e descartadas a fim de nao
interferirem nos experimentos futuros. O sobrenadante foi coletado submetido a
uma nova centrifugacdo a 100.000 g, por 45 min. O precipitado dessa ultima
centrifugacéo foi solubilizado em solugcao-tampao com glicerol a 15 %, DTT 1 mM,
PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, Hepes-KOH 10 mM pH 7,6 e EDTA 1 mM. As
amostras foram armazenadas em tubos criogénicos em freezer a -70°C até as
analises das atividades ATPésicas e PPasicas. A dosagem de proteina total

contida na preparacéo foi dosada pelo método descrito por Bradford (1976).

Determinagéo da atividade H*-ATPasica e H*-pirofosfatasica

A atividade ATPasica e pirofosfatasica foi determinada colorimetricamente,

segundo o método descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A reacéo foi iniciada
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com a adicdo da proteina e finalizada com a adicdo de &cido tricloroacético em
uma concentracao final de 10 % (v/v) ap6s 50 minutos de reacdo. O meio de
reacao foi composto por: Hepes-Tris pH 6,5 (membrana plasmatica) ou 7,0
(membranas vacuolares) 50 mM, MgSO4 3 mM, KCI 100 mM, ATP 1 mM ou PPi 1
mM e 30 pg de proteina. Foram utilizados também inibidores especificos, como o
ortovanadato de sodio 0,2 mM (inibidor da ATPase tipo P) e a concanamicina A 5
nM (inibidor da ATPase tipo V). A hidrélise de PPi foi aferida através de sua

dependéncia por K*.

Monitoramento do Gradiente de H*

O gradiente de prétons foi medido como descrito por Michelis e Spanswick
(1986), com algumas modificacbes propostas por Facanha e de Meis (1998),
através do monitoramento da taxa de decréscimo da fluorescéncia (AF/min) da
sonda fluorescente metacromatica, 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA),
excitada com um feixe de comprimento de onda de 415 nm e a emissao captada
a 485 nm, utilizando-se um espectrofluorimetro. O ACMA contém um grupo amina
qgue funciona como uma base fraca, e assumindo-se que quando ndo protonado,
este tem capacidade de atravessar livremente a bicamada lipidica da membrana.
A protonacdo da base do grupo amina limita essa capacidade de movimento
transmembranar. Logo, a sonda distribui-se através da membrana em funcéo da
diferenca de pH entre o interior e 0 exterior das vesiculas. O meio de reac¢ao foi
composto de Tris pH 6,5 ou 7,0 10 mM, KCI 100 mM, ACMA 1,3 uM, MgSO4 3
mM, ATP 1 mM ou PPi 1 mM e 30 pg de proteina. O gradiente foi dissipado com
NH4Cl 1,5 mM.

Andlise Estatistica dos Dados

Os dados obtidos foram submetidos a uma analise de variancia
(ANOVA) e a diferenca entre os tratamentos foi aferida através do Teste t de
Student a um nivel de 5% de probabilidade com base nos dados médios de 3

repeticoes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros de Crescimento

O cultivo de plantas de mamé&o na presenca do biocarvdo promoveu
aumento significativo na altura (Figura 1A, P<0,0064), diametro da base do caule
(Figura 1B, P<0,0156), peso seco da parte aérea (Figura 1C e 2A, P<0,0156),
peso seco da raiz (Figura 1D e 2B, P<0,0098). Na Figura 2 € possivel observar a
diferenca nas alturas e no crescimento radicular destas plantas quando tratadas
com o biocarvao. Os incrementos percentuais observados com a aplicacdo do
biocarvao foram de cerca de 220%, 100 %, 89 % e 86 %, respectivamente para a
altura, didmetro do coleto, peso seco da parte aérea e peso seco do sistema
radicular das plantas de mamao.
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Figura 1. Parametros de crescimento de plantas de Carica papaya crescendo na
auséncia (Controle) ou presenca do biocarvao (Biochar). Os parametros de (A)
Altura; (B) Diametro do caule; (C) Peso seco parte aérea (D) Peso seco raiz foram
avaliados aos 150 dias apds o tratamento com Biochar. As médias sao
estatisticamente diferentes pelo teste t de Student a nivel de 5% de probabilidade.
n.s. Diferenca ndo significativa pelo teste t de Student a nivel de 5% de
probabilidade (n=4).

Vichiato (2005) observaram em mudas de mamoeiro, aos 120 dias ap0s o
plantio, o valor maximo de altura de 18,9 cm que foi verificada no tratamento com
adubacdo fosfatada. A aplicacdo do biocarvdo, no presente trabalho,
proporcionou altura de 32 cm, aos 150 dias de plantio enquanto o controle
apresentou somente 11 cm, indicando que as respostas a aplicacao de biocarvao
podem ser mais efetivas mesmo quando comparado aos resultados do

experimento com adubacéo fosfatada realizada por Vichiato (2005).
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Usman et al. (2016) verificou os efeitos do biocarvdo e de residuos
organicos em diferentes taxas de aplicacdo (controle, 4,0, 8,0% de biocarvéo)
sobre o rendimento e qualidade de Solanum lycopersicum, com e sem irrigacéo
com solucdo salina. Foi observado que o biocarvdo promoveu aumento
significativo, principalmente quando aplicado em alta concentragdo, para o
crescimento das plantas, produtividade e qualidade de frutos, tanto para as
plantas que receberam a solucéo salina, quanto as que nao receberam. O mesmo
estudo sugere que a presenca do biocarvao seja importante quando a planta se
encontra em situacéo de estresse, onde a aplicacdo do material pirolisado poderia
induzir mudancas fisioldgicas que porventura possibilitaria a planta a resistir de

maneira mais eficiente a estresses.

Controle Biocarvao

Controle Biocarvao

Figura 2. Imagem de plantas de mamao (Carica papaya L.) aos 150 dias de

cultivo em solo com e sem biocarvao. (A) parte aérea, (B) sistema radicular.

Segundo OImo et al. (2016), o biocarvao gera efeitos benéficos sobre a
proliferacdo radicular, porém este efeito depende do tipo do biocarvdo, assim
como da quantidade adicionada ao solo. No presente trabalho, o biocarvéo

utilizado foi proveniente de cama aviaria e influenciou positivamente o sistema
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radicular do mamoeiro, corroborando com o estudo de Jeffery et al. (2011), em
que entre as matérias-primas para a producdo do biocarvdo, a cama de frango

mostrou ser a mais eficaz em promover o crescimento e produtividade de plantas.

Acumulo de macro e micronutrientes na parte aérea e na raiz

Plantas tratadas com biocarvdo apresentaram aumento significativo no
acumulo de todos os macronutrientes na parte aérea e na raiz das plantas de
mamao, exceto para magnésio na raiz (p<0,8816) (Figura 3). Foi possivel
observar também que o biocarvdo proporcionou maior acumulo de
micronutrientes na parte aérea e nas raizes das plantas de mamoeiro (Figura 3C
e D), exceto para cobre (p<0,9977) na parte aérea (Figura 3C) e exceto para
cobre (p<0,9999) e manganés (p<0,4767) na raiz (Figura 3D).

Il controle B Biocarvao

PA

0.6 2.51
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2.0
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Micronutrientes mg/planta

0.5 - 2019

0.4 154

101

0.2

0.1 B

Macronutrientes g/planta'l RAIZ
Micronutrientes mg/planta'l RAIZ

Figura 3. Acumulo de macro e micronutrientes na parte aérea e na raiz de plantas

de maméo aos 150 dias apods o inicio do experimento. Médias seguidas de uma
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mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (n=3).
PA = Parte aérea.

O biocarvao é um material altamente heterogéneo, e dependendo da sua
matéria-prima e da temperatura utilizada, as influéncias sobre o solo irdo variar e
0s impactos podem ser positivos para algumas caracteristicas do solo e
negativamente para outras (Kloss et al., 2012). Os resultados no acumulo de
nutrientes observados na matéria seca da parte aérea e das raizes das plantas de
mamao sao devido aos teores de nutrientes observados na analise do biocarvao
(tabela 1). O biocarvao utilizado apresentava altos teores de N, P, K, Ca, Mg e
micronutrientes, notadamente o Fe. Mesmo apds a colheita das plantas de
mamao, no solo onde foi aplicado o biocarvao foram detectados altos teores de P,
K, Ca, Mg, C, indicando que parte dos elementos do biocarvdo encontrava-se
prontamente disponivel refletindo em maior acumulo e no crescimento da planta
(Tabela 2). Além disso, a maior CTC efetiva e total, a saturacdo de bases (V %) e
matéria organica do solo indicam alteracbes positivas nas caracteristicas
quimicas desse solo comparativamente ao solo que nao recebeu o biocarvao e
que proporcionam na melhoria das condi¢des para o bom crescimento das raizes.
Efeitos positivos do biocarvdo sobre as caracteristicas, fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo foram verificadas também por, Asai et al. (2009), Glosser et al.
(2002) e Jeffery et al. (2011).

A matéria-prima e a temperatura utilizada na producao do biocarvao pode
afetar positivamente a disponibilidade de nutrientes no solo (Petter et a., 2012).
Este efeito também foi observado por Kim et al. (2016) que sugeriram que o
aumento no acumulo de P no tecido das plantas de trigo tratadas com o biocarvao
ocorreu devido a um aumento na disponibilidade de fésforo no solo. No presente
estudo o maior acimulo dos nutrientes nas plantas de mamoeiro provavelmente
se deve a maior disponibilidade dos nutrientes no solo provenientes do biocarvao
(Tabela 2). Bai et al. (2014), também verificaram aumento significativo no
conteudo de P e N no solo e assim como nas folhas de plantas de macadamia
quando tratadas com biocarvédo proveniente da cama de frango, semelhante aos
resultados obtidos neste trabalho (Figura 3A).

Propagdee et al. (2014) que relataram que a concentracdo de Zn € menor

na parte aérea comparada a raiz, quando tratadas com biocarvdo em todo o
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periodo do cultivo de Vigna radiata L. No presente trabalho foi observado que o
biocarvdo proporciona maior acumulo de P, K, Fe, Zn e Mn nas raizes
comparativamente a parte aérea.

O calcio (Ca), por outro lado acumulou mais na parte aérea que nas raizes,
indicando que para este elemento que nao apresenta mobilidade na planta (Taiz e
Zdiger, 2002), o acumulo é diferente dos demais.

As respostas positivas no crescimento da parte aérea e raiz das plantas de
mamae e no acumulo de nutrietes, foram reflexo tanto dos teores de nutrientes
provenientes do biocarvao utilizado (Tabela 1) quanto dos efeitos deste sobre as

caracteristicas quimicas do solo (Tabela 2).

Atividade hidrolitica e de transporte inicial e acoplamento das ATPases e V-PPase

A atividade das P-ATPase, V-ATPase e V-PPase foram determinadas a
partir da fracdo microssomal isolada de raizes de mamoeiro tratadas ou ndo com
biocarvéo.

A atividade hidrolitica das P-ATPases foi significativamente ativada nas
plantas tratadas com o biocarvdo (P<0,0001), sendo esta ativacdo média de
171,54% em relacdo as plantas ndo tratadas. Semelhante, atividade hidrolitica
das V-PPase (P<0,010) foi ativada, sendo que a ativacdo nas plantas tratadas
com biocarvdo foi de 25,21%. J& a atividade hidrolitica das V-ATPases, foi
observada uma inibicéo significativa (P<0,0002) de 15,33% em relagao as plantas

nao tratadas (Figura 4).
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Figura 4. Atividade hidrolitica especifica da H*-ATPase de membrana plasmética
(P-ATPase) e vacuolar (V-ATPase), e da H*-Pirofosfatase vacuolar (V-PPase) em
vesiculas microssomais isoladas de raizes de Carica papaya aos 150 dias ap6s o
tratamento com o biocarvéo (Biochar). Para cada atividade enzimatica, as médias

sdo estatisticamente diferentes pelo teste t de Student a nivel de 5% de
probabilidade (n=4).
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Em plantas tratadas com o biocarvéo, foi possivel observar uma inibi¢cao
significativa (p<0,001) de 90,32% em relacdo as plantas nédo tratadas sobre a
velocidade inicial de transporte de H* da P-ATPase, implicando em um
acoplamento 8x menor destas proteinas nestas plantas, em relacdo ao controle
(Figura 5A, 6A). Semelhantemente, plantas tratadas com o0 biocarvao
apresentaram velocidade inicial de transporte de H* da V-ATPase 15,89% inferior
as plantas controle (Figura 5B). Ja em relacdo as V-PPase o tratamento com o
biocarvdo promoveu uma ativacdo significativa (p<0,0001) de 681,31% em
relacdo as plantas controle, sendo que esta ativacdo também refletiu em um
acoplamento 5x maior destas proteinas nestas plantas, em relacdo ao controle
(Figura 5C, 6C).
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Figura 5. Velocidade inicial de transporte de H* da H*-ATPase de membrana
plasmatica (P-ATPase) e vacuolar (V-ATPase), e da H*-Pirofosfatase vacuolar (V-
Ppase) em vesiculas microssomais isoladas de raizes de Carica papaya aos 60
dias apos o tratamento com o biocarvao (Biochar). Para cada bomba de prétons,
as médias sdo estatisticamente diferentes pelo teste t de Student a nivel de 5%
de probabilidade (n=3).
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Figura 6. Proporcdo de acoplamento da H* da H*-ATPase de membrana
plasmatica (P-ATPase) e vacuolar (V-ATPase), e da H*-Pirofosfatase vacuolar (V-
Ppase) em vesiculas microssomais isoladas de raizes de Carica papaya aos 60
dias apds o tratamento com o biocarvao (Biochar). O acoplamento das Bombas
de H* foi calculado atraves da divisdo entre a velocidade inicial de bombeamento
de H* (VO) e os valores de hidrdlise do substrato. Para cada bomba de prétons, as
meédias séo estatisticamente diferentes pelo teste t de Student a nivel de 5% de
probabilidade (n=3).
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Sabe-se que produtos provenientes de material organico que sao aplicados
no solo com o objetivo de promover o crescimento vegetal vém apresentando
resultados promissores na agricultura (Silva Filho e Silva, 2009; Usman et al.,
2016). Dentre os diversos beneficios da utilizacdo destes produtos estdo, a
influéncia no solo em suas caracteristicas, quimicas, fisicas e bioldgicas,
consequentemente beneficiando a produtividade agricola, através de
disponibilidade de nutrientes, retencdo de agua e estruturacdo do solo (Barrow,
2012; Trevisan, et al., 2016).

Canellas et al., (2002) observaram que substancias humicas extraidas de
vermicomposto promoveram o crescimento radicular, aumento do numero de
raizes laterais, assim como um aumento na atividade e expressdo das P-
ATPases, sugerindo que o incremento na atividade destas proteinas pode ter
atuado como forga motriz no crescimento das plantas em resposta a substancia
hamica. Zandonadi et al.,, (2007) encontraram resultados semelhantes ao
compararem a acao de acidos humicos extraidos de vermicomposto e acido indol-
3-acético (AlA) em plantas de milho.

Apesar das similaridades entre os beneficios das substancias humicas e do
biocarvao, os resultados obtidos neste estudo indicam um desacoplamento da P-
ATPase, resposta esta, contraria a obtida no tratamento com substancias
hamicas. Também foi possivel observar um superacoplamento das V-PPases,
indicando a possibilidade de uma modulacéao diferencial das bombas de H* pelo
tratamento de plantas de mamoeiro com o biocarvéo, tendo a ativagdo das V-
PPases como um importante mecanismo no crescimento e desenvolvimento
destas plantas.

O presente estudo inova ao analisar a atividade das bombas de H* em
resposta ao tratamento com o biocarvdo, logo, mais experimentos Sao
necessarios para uma andlise mais detalhada de como ocorrem as modulacdes
das bombas de H*, assim como os mecanismos envolvidos na promocdo do

crescimento de plantas tratadas com este composto.
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CONCLUSAO

Plantas tratadas com biocarvdo apresentaram incrementos significativos
em todos os parametros de crescimento e um aumento consideravel no acumulo
de nutrientes tanto na parte aérea como na raiz. Foi observado que as bombas de
H*, P-ATPase e V-ATPase foram ineficientes em comparacédo ao controle, porém,
houve uma eficiéncia nas bombas V-PPase. Estudos indicam que a influéncia
causada pelo biocarvao no solo e consequentemente nas plantas vai depender do
seu material de origem e do modo a ser produzido. Com os resultados obtidos
para os parametros de crescimento e de acumulo nas plantas, podemos concluir
que o biocarvao utilizado € promissor no aumento na producdo de mudas de
mamao. Para os resultados encontrados para as bombas de H*, sdo necessarios

mais estudos para confirmar a real influéncia que o biocarvao possa causar.
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4. RESUMO E CONCLUSAO

O biocarvdo é heterogéneo e dependendo do seu material de origem e a
metodologia empregada para producdo o impacto causado quando inserido no
solo ira variar. Dito isso, 0 presente travalho avaliou a influéncia do biocarvéao
proveniente da cama de frango nos micro-organismos de um espodossolo e no
crescimento, didmetro, massa seca, acumulo de nutrientes e atividade de bombas
de H* em plantas de mamoeiro, e os resultados obtidos foram que o biocarvao
utilizado ndo promoveu efeitos negativos para a atividade microbiana do solo, e
para o crescimento das plantas de mamao, o biocarvao demostrou ser efeiciénte
ja que os resultados encontrados para os parametros de crescimento e acumulo
de nutrientes foram maiores. J4 para as bombas de H* houve uma menor
atividade nas bombas de P-ATPase e V-ATPase em comparagdao ao controle,
porém, houve uma alta atividade da V-PPase, € importante lembrar que na
literatura ndo existe trabalho avaliando a influéncia do biocarvdo nas bombas de
H*. Assim concluimos que, o biocarvao proveniente da cama de frango influenciou
positivamente os micro-organismos do solo classificado como espodossolo, e
também para o crescimento das mudas de mamao, sdo necessarios mais estudos

para comprovar a real influéncia que o biocarvao exerce nas bombas de H*.
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