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RESUMO GERAL

FRANCA, Rafaela Felix da. Combinacao de bactérias solubilizadoras de fosfato e biochars
aumentam a disponibilidade de fésforo no solo. 2022. 93f. Tese (Doutorado em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica — RJ, 2022.

Na agricultura moderna, a busca por tecnologias sustentdveis tem inserido a utilizacdo de
bactérias do solo capazes de solubilizar fosfato e aumentar a eficiéncia de uso de fésforo (P)
pelas plantas. Outra tecnologia € o uso do biochar, que provém da pirdlise de material organico
solido, e pode agir como biofertilizante e como veiculo de inoculacdo de microrganismos. Esse
estudo teve como objetivos: (i) apresentar uma revisdo sobre a viabilidade do biochar como
veiculo de inoculacdo para bactérias solubilizadoras de fosfato; (ii) avaliar o efeito da
inoculagdo de bactérias do género Klebsiella aerogenes associadas a diferentes fontes de
biochar, aplicadas em sementes de milho em condi¢des controladas e de campo, nas varidveis
fitotécnicas da planta, e caracteristicas bioquimicas e quimicas do solo. No experimento em
casa de vegetacdo, em vasos de 16 kg de solo, foram aplicadas diferentes combinacdes de
in6culos e fontes de biochars em sementes de milho da variedade Batité. Foi adotado um
delineamento fatorial 3x4 com 4 repeticdes, combinando 3 fontes de biochar: controle sem
biochar, biochar de palha de arroz (PA) e biochar de uva branca (UB), e 4 cepas bacterianas:
Klebsiella aerogenes UAGC17, Klebsiella aerogenes UAGC19, a mistura das duas cepas, e
controle sem inoculacdo. Foram avaliadas caracteristicas fitotécnicas da planta com 45 dias, e
efetuadas andlises quimicas e de atividades enziméticas no solo e nas fragdes de P. O biochar
PA associado a bactéria UAGC17 aumentou as varidveis P orgéanico 1abil, P organico soluvel
em meio basico, respiracao basal do solo e as atividades das enzimas fosfatase alcalina e a 3-
glucosidase. Os biochars PA e UB se mostraram promissores como veiculos de inoculagcdo. Em
condi¢es de campo em Jupi, Pernambuco, foram avaliados os mesmos tratamentos citados
anteriormente. Em geral, para as varidveis fitotécnicas, os tratamentos que receberam
inoculagcdo foram superiores aos que ndo foram inoculados, com destaque para o tratamento
UAGC17+ UAGC19 associado a UB, que proporcionou maiores didmetro do colmo e altura da
primeira espiga. O tratamento UAGC17 associado a PA aumentou todas as fracoes de P do solo
avaliadas, além de aumentar a atividade das enzimas fosfatases e a respiracdo basal do solo.
Nao foram observados ganhos com relacdo as varidveis de produ¢do do milho verde (nimero
de espigas comerciais, nimero total de espigas e peso de espiga).

Palavras-chave: Biocarvao. Klebsiella sp. Fésforo orgénico.
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GENERAL ABSTRACT

FRANCA, Rafaela Felix da. Combination of phosphate-solubilizing bacteria and biochars
increases phosphorus availability in the soil. 2022. 93p. Tese (Doutorado em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica — RJ, 2022.

In the modern agriculture, the search for sustainable strategies has been including the use of
soil bacteria capable of solubilizing phosphate and increasing efficiency of phosphorus (P) use
by crops. Another technology is the use of biochar, which comes from the pyrolysis of solid
organic material, and can act as a biofertilizer and a vehicle for inoculation of microorganisms.
This study aimed to: (i) present a review on the viability of biochar as an inoculation vehicle
for phosphate-solubilizing bacteria; (ii) evaluate bacteria of the genus Klebsiella aerogenes
associated with different sources of biochar at controlled and field conditions, applied to maize
seeds, and to evaluate the phytotechnical changes of the plant, and soil chemical and
biochemical analysis. Two experiments were carried out. In experiment 1, in 16-kg pots with
soil in a greenhouse, different combinations of inoculum and sources of biochars were applied
to maize seeds of the Batité variety. A 3x4 factorial design with 4 replications was employed,
combining 3 sources of biochar: without biochar, rice straw biochar and white grape biochar,
and 4 bacterial strains: Klebsiella aerogenes UAGC17, Klebsiella aerogenes UAGC19, the
mixture of the two strains, and control without inoculation. Phytotechnical traits of the plant
were evaluated after 45 days, and chemical and enzymatic activity and fractions of P were
analyzed in the soil. PA biochar, associated or not with UAGC17 bacteria, increased the soil
labile organic P, soluble organic P in basic medium, soil basal respiration, activities of alkaline
phosphatase and -glucosidase enzymes. PA and UB biochars showed promise as inoculation
vehicles. Under field conditions in Jupi, Pernambuco, the same treatments mentioned above
were evaluated. In general, for the phytotechnical traits, the treatments that received inoculation
were superior to those not inoculated, highlighting the treatment UAGC17+UAGC19
associated with UB, which provided greater stem diameter and height of the first ear. The
UAGCI17 treatment associated with PA increased all soil P fractions evaluated, the activity of
phosphatase enzymes and basal soil respiration. No gains were observed regarding corn yield
variables (number of commercial ears, total number of ears and ear weight).

Key words: Biochar. Klebsiella sp. Organic phosphorus.
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tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas
compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de indculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de indculo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3
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Figura 27. Concentracdes de fosforo organico 1dbil em solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras minusculas
compararam médias entre diferentes biochars para o0 mesmo nivel de indculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3
— UAGC17+ UAGCI19, PA- biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
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Figura 28. Concentragdes de fosforo organico total solivel em meio 4dcido (PoH) em solo
cultivado com plantas de milho tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator
2). As letras mindsculas compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel
de indculo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras maidsculas compararam as
médias entre diferentes niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar (barras com a
mesma cor), de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 —
UAGC17, B2 - UAGCI19, B3 - UAGC17+ UAGC19, PA- biochar de palha de arroz, UB
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Figura 29. Concentracdes de fosforo organico total solivel em meio basico em solo cultivado
com plantas de milho tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As
letras mindsculas compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de
in6culo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras maitdsculas compararam as médias
entre diferentes niveis de indculo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor),
de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2
— UAGC19, B3 - UAGC17+ UAGC19, PA- biochar de palha de arroz, UB — biochar de
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Figura 30. Atividade da enzima fosfatase dcida do solo cultivado com plantas de milho tratadas
com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas compararam
médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de inéculo bacteriano (barras de cores
diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo
para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao
nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 — UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+
UAGC19, PA-biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva branca e controle

Figura 31. Atividade da enzima fosfatase alcalina do solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas
compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de inéculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de indculo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3
— UAGC17+ UAGC19, PA- biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
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Figura 32. Respiracdo basal do solo (RBS) de solo cultivado com plantas de milho tratadas
com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintdsculas compararam
médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de inéculo bacteriano (barras de cores
diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo
para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao
nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 — UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+
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Figura 33. Contribui¢des relativas das componentes principais e das varidveis sobre a variancia
total dos dados de plantas cultivadas em campo. (A) Percentual de explicagdo da variancia
de cada componente principal. (B) Contribuicao relativa das varidveis para as duas
componentes principais. A linha tracejada vermelha no grafico acima indica a contribuicao
média esperada. (C) Correlac@o das varidveis com o as cinco principais componentes. O
diametro dos circulos € proporcional a correlacdo entre a varidvel e as respectivas
componentes principais (Dim) e a escala de cor indica o valor da correlagdo. Dia.C é
diametro do colmo da planta de milho; HT € altura total; H.Espg.1 ¢ altura de insercdo da
primeira espiga; N.Esp.C € o niimero de espigas comerciais; N.esp.total € o nimero de
espigas total; P.esp € o peso de espigas; PF.Plant é o peso fresco total da planta; PoL € o
fosforo organico labil; PoH € o fosforo organico total solivel em meio acido; PoOH ¢é
fosforo organico total solivel em meio basico; Pmic € o fosforo da biomassa microbiana;
RBS ¢ a respiracdo basal do solo; Beta é a enzima B-glucosidasedo solo; aci.P € a enzima
fosfatase acida do solo; alc.P € a enzima fosfatase alcalina do SOlO........euueeevveeeeivennnnnnnn... 62

Figura 34. Biplot da anédlise de componentes principais das varidveis de milho cultivado em
campo. Os rétulos em vermelho sdo as varidveis mensuradas e os poligonos coloridos
representam as médias dos tratamentos para os dois blocos experimentais. As duas
componentes principais explicaram cerca de 54% da variancia total estimada. Dia.C é
diametro do colmo da planta de milho; HT € altura total; H.Espg.1 ¢ altura de insercdo da
primeira espiga; NEC € o nimero de espigas comerciais; N.esp.total € o nimero de espigas
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1. INTRODUCAO GERAL

Na agricultura moderna, se busca cada vez mais eficdcia no uso dos recursos naturais.
O fornecimento de nutrientes com eficiéncia, em especial o fésforo (P), é fundamental para
garantir uma boa produtividade das culturas (BARROSO; NAHAS, 2005). A maior parte do P
utilizado na agricultura vem de reservatorios naturais de rochas fosfaticas, que sdo uma fonte
nao renovavel (PANTANO et al., 2016). Ha estimativas que essas reservas podem acabar nos
proximos 50-100 anos (CORDELL et al.,, 2009). Nesse sentido, sdo essenciais 0 manejo
adequado e o estimulo a boas praticas no uso de fertilizantes, com aplica¢do na dose, época e
locais corretos (CASARIN; STIPP, 2013).

O P é um macronutriente que se encontra em baixa disponibilidade em solos tropicais,
cuja mineralogia é predominantemente caracterizada por elevados conteddos de 6xidos e
hidréxidos de Fe e Al dvidos por adsorver, de forma quase irreversivel, ions fosfatos do solo
(SOUCHIE et al., 2005). No entanto, considerando dreas agricultdveis, que ja possuem histérico
de producado convencional, com aplicacdes sazonais ou regulares de pré-plantio e manutengao
de fertilizantes minerais a base de fosfato, bolsdes de P no solo podem ser formados a partir do
acumulo de P adsorvido, por coloides de Fe e Al e pela biomassa microbiana (NOBILE et al.,
2020). Nesse contexto, microrganismos solubilizadores de P desempenham um papel central
na biodisponibilizacdo desse nutriente, otimizando seu uso e propiciando um crescimento
vegetal salutar.

O uso de microrganismos solubilizadores de fosfato € uma alternativa para aumentar a
eficiéncia na aplicagdo de fertilizantes, com vantagens de baixo custo € menores danos
ambientais, podendo ser aplicados de maneira suplementar aos fertilizantes minerais
(KALAYU, 2019). Dessa forma, € possivel aumentar a produtividade das dreas de producao
sem necessariamente utilizar uma maior quantidade de nutrientes (REETZ, 2017). Através de
mecanismos como a solubiliza¢do e a mineralizagdo, os microrganismos podem aumentar a
disponibilidade de formas pouco soliveis de P e converter o P inorganico em organico,
facilitando a absorcdo pelas raizes (KHAN et al., 2009). Diversos estudos comprovam que o
uso de inoculantes com microrganismos solubilizadores promovem o aumento da
disponibilidade de P e absor¢do pelas culturas em varios paises (RICHARDSON et al., 2009;
OWEN et al., 2015).

Outra alternativa que vem sendo bastante estudada atualmente para diversos fins € o
biochar, material carbonédceo obtido através da pirdlise lenta de materiais diversos, que pode
apresentar bons teores de nutrientes em sua composi¢do (a depender do material) e liberagdao
lenta, melhorando o aproveitamento para as plantas (NIGUSSIE et al., 2012). Essa melhoria se
deve a drea superficial, a porosidade do biochar e por agir como meio para o desenvolvimento
de microrganismos que possam ser favoraveis (MEDEIROS et al., 2020).

A turfa é o veiculo de inoculagc@o mais utilizado atualmente, porém, ela € proveniente
de fontes finitas (DEAKER et al., 2011). Muitos candidatos a substitutos da turfa foram testados
e biochars de diversas fontes estdo entre eles. Medeiros et al. (2020), testando a associacdo de
biochar e Trichoderma aureoviride na cultura do meldo, obtiveram respostas positivas quanto
ao uso do biochar como veiculo de inoculacao.

Na literatura ha relatos de diversos efeitos benéficos da aplicacdo do biochar ao solo,
como sequestro de carbono (NOBREGA, 2011), fertilizante e condicionante do solo, retencao
de dgua (CARVALHO et al., 2014), aumento da CTC (LIANG et al., 2006), aumento do pH
(SANI et al., 2020), fonte de nutrientes como fésforo, cdlcio, manganés (DAI et al., 2013) e
melhora no desempenho de culturas (ABIVEN et al.,, 2014). O biochar também € uma
alternativa para a destinacdo de subprodutos sélidos da industria em geral, uma vez que apos a
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queima, o biocarvao possui um menor volume, facilitando o armazenamento e transporte
(BROWN, 2010). A conversao dos subprodutos organicos pode gerar trés produtos de interesse
comercial: o biochar, o bio 6leo e o gis de sintese (syngas) (CHEN et al., 2012). As
caracteristicas do biochar variam de acordo com o material utilizado em sua fabrica¢do, e cada
biochar vai causar respostas diferentes nos sistemas envolvendo solo, microrganismos e plantas,
dependendo do manejo e condi¢des a que esse sistema estd sendo submetido (ABIVEN et al.,
2014).

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo e o Brasil estd entre os trés maiores
produtores desse grdo (FAO, 2019). Na regido do Agreste de Pernambuco, o plantio do milho
€ realizado no periodo das dguas, que compreende a maior precipitacdo na regido, ou seja, nos
meses de abril a julho. Porém, com as mudancgas climéticas que vém ocorrendo no mundo, o
plantio ndo tem data certa para iniciar, sendo dependente das chuvas, e nem sempre a colheita
atende o periodo de maior demanda do grao, nos meses de junho e julho, devido aos festejos
culturais da regido onde a procura € pelo milho verde para consumo na forma de bolos,
pamonhas, curau e biscoitos (PEREIRA FILHO, 2002). Essa regido também é uma importante
bacia leiteira, onde o milho também € destinado para a alimentacdo animal na forma de racdo
(EMBRAPA, 2015).

A tese se divide em trés capitulos: I - Perspectivas do biochar como um veiculo de
inoculag@o para bactérias solubilizadoras de fosfato: uma revisao; II - Inoculacao de bactérias
promotoras de crescimento associadas a biochar em sementes de milho; 111 - efeito do
revestimento biodegraddvel a4 base de biochar e bactérias solubilizadoras de fosfato em
sementes de milho.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: (i) apresentar uma breve revisao
de literatura sobre a viabilidade do biochar como veiculo de inoculagdo para bactérias
solubilizadoras de fosfato; (ii) avaliar bactérias do género Klebsiella aerogenes associadas a
biochars de diferentes origens aplicadas em sementes de milho, em condi¢des de casa de
vegetacdo e no campo, e verificar seus efeitos nas caracteristicas da planta, na bioquimica e
quimica do solo.



2. REVISAO DE LITERATURA GERAL
2.1 Fosforo no Solo

O fésforo (P), o potéssio (K) e o nitrogénio (N) sdo macronutrientes primarios, sendo
absorvidos em grandes quantidades pelas plantas e, por conseguinte, considerados como
essenciais ao desenvolvimento das culturas, sejam elas perenes ou anuais (MALAVOLTA,
20006).

A dinamica do P estd diretamente associada as propriedades fisico-quimicas e
mineralégicas dos solos (RHEINHEIMER et al., 2008), assim como as condi¢cdes ambientais
que regem as atividades dos microrganismos, os quais imobilizam ou liberam os ions
ortofosfatos (RHEINHEIMER et al., 2008). O P, por estar em baixas concentragcdes na solugao
do solo, e por ser facilmente adsorvido pelas superficies dos coloides, formam precipitados
como fosfatos de célcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe) e aluminio (Al) e apresenta baixa
mobilidade no solo. O P € absorvido pelas raizes através do processo de difusdo, processo que
por sua vez € restrito, € quanto maior a drea ocupada pelo sistema radicular, maior serd a
absor¢do de P pela planta (GRANT et al., 2001).

O P do solo pode ser dividido em P inorganico e P organico, dependendo da natureza
do composto ao qual estd ligado. O P inorganico é separado em duas partes, o P dos minerais
primarios e o P adsorvido. O P inorgénico (Pi) corresponde a cerca de 15 a 80% do P disponivel
no solo para as plantas e deve ser considerado em termos da sua biodisponibilidade e dindmica.
O P orgéanico (Po) € proveniente dos restos da biomassa vegetal que permanecem no solo, do
tecido microbiano e da decomposi¢do. Os processos bioldgicos sdo os responsdveis pela
dinamica e disponibilidade dessa forma de P no solo (OLIVEIRA et al., 2014). Segundo
Gatiboni et al. (2007), a contribui¢do do Po para a nutri¢ao de plantas é de 6% para solos que
receberam adubacdo fosfatada e cerca de 43% para regidoes nativas sem influéncia da acdo
antropica. A disponibilidade de Po no solo estd condicionada ndo apenas as caracteristicas
fisico-quimicas do solo, mas também a a¢ao dos microrganismos e as condi¢des climéticas que
interferem na atividade microbiana.

Os estudos abordando a disponibilidade de P, tanto nas formas organica quanto
inorganica, sdo desenvolvidos predominantemente em regides imidas e/ou de clima temperado,
restringindo a possibilidade de extrapolar os dados para as regides tropicais secas. No semidrido
nordestino, com destaque o Bioma Caatinga, os estudos sobre a disponibilidade de P em suas
formas s@o raros ou sao realizados em dreas de pouca abrangéncia (ARAIjJO et al., 2004;
SILVA et al., 2008).

O bioma da Caatinga apresenta uma sazonalidade climética que esta diretamente ligada
a sobrevivéncia dos organismos do solo. A exploragao predatéria da regido, com o mau uso do
solo devido a priticas agricolas inadequadas, tem afetado a biota do solo (ARAUJO NETO et
al., 2013). Além disso, a auséncia de biomassa vegetal tem intensificado a erosdo, promovendo
a degradacdo da estrutura do solo e o carreamento de suas particulas, bem como lixiviagao de
nutrientes, matéria orginica e microrganismos, empobrecendo cada vez mais os solos da
Caatinga (SILVA et al., 2008).

No semidrido nordestino, os tipos dos solos sdo bastante diversificados e possuem
diversos niveis de intemperizagdo, quando comparados as regides umidas do pais.
Consequentemente, € esperado que os teores de P do solo sejam dos mais variados.

2.2 Biochar na Agricultura

Na busca por uma agricultura sustentdvel, o biochar tem despertado muito interesse
devido a sua utilidade agricola e ambiental. O biochar é um produto da transformacao pirolitica
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de residuos organicos em temperaturas altas e condi¢des de oxigénio limitadas. E considerado
um material ecolédgico, eficiente e versatil, empregado principalmente como condicionante de
solo, pois dispde de uma série de propriedades fisico-quimicas adequadas (AAMER et al., 2020;
SANI et al., 2020).

A aplicabilidade do biochar e suas influéncias na qualidade do solo e nas propriedades
agronOmicas das plantas cultivadas, tém sido averiguadas de diversas formas em condicdes
controladas (LIMA et al., 2018) e em campo (YANG et al., 2020). Também tem sido
empregado em culturas de ciclo curto (SANI et al., 2020), perenes (GIAGNONI et al., 2019) e
em sucessivos ciclos de rotacdes de culturas (RIBEIRO et al., 2020), afora sua aptiddo como
veiculo de inoculacdo de microrganismos (MEDEIROS et al., 2020).

A diversidade de suas propriedades confere sua empregabilidade na agricultura,
destacando-se a sua atuacdo no sequestro de carbono no solo (YANG et al., 2020) e no
incremento da capacidade de retencdo de dgua no solo (GLAB et al., 2020). Colabora também
na melhoria da fertilidade solo e no aumento do seu pH (SANI et al., 2020), agregando
qualidade nos sistemas de produgdo agricola, na estrutura do solo, na abundancia microbiana e
na eficiéncia no uso de nutrientes (AAMER et al., 2020).

De forma crescente, o biochar vem sendo explorado e estudado visando aprimorar seu
uso para a sustentabilidade ambiental, como no caso do gerenciamento de residuos sélidos e
reducdo da emissdo de gases do efeito estufa (LYU, et al., 2022). Ainda, por sua estrutura
altamente porosa e por conter diversos grupos funcionais (hidroxilas, carboxilas e compostos
fendlicos), o biochar possui afinidade para a adsor¢do de metais pesados do solo e da dgua
(como AI**, Cd*?, Cr3+, Cu*?, Hg*?, Ni*?2, Pb*? e Zn*?), sendo considerado um adsorvente
potencial (REGKOUZAS; DIAMADOPOULOS, 2019; XIAO et al., 2020).

No tocante a producao agricola, os efeitos de interagao do biochar com o sistema solo-
dgua-planta-biota podem ser muito varidveis. As produtividades podem aumentar (ARIF et al.,
2017), diminuir (LIU et al., 2019) ou até mesmo nao serem influenciadas (AKOTO-DANSO et
al., 2019). Estas respostas sdo resultantes da forma com a qual o biochar influi no sistema de
interacdo sob estudo. Porém ha uma imprevisibilidade, dada a multiplicidade dos diferentes
atributos dos componentes da interacao.

2.3 Microrganismos e seu Papel na Mineralizacio e Solubilizacao de Fésforo

Alguns microrganismos como bactérias, fungos e actinomicetos presentes nos solos
possuem um papel importante no ciclo natural do P, sendo responsaveis pela hidrélise do P para
a forma inorganica, tornando-o disponivel para as plantas e sendo estes processos mediados por
enzimas (OLIVEIRA et al., 2013). Devido a alta reatividade do P com outros componentes do
solo, vem crescendo o desenvolvimento de tecnologias visando o melhor aproveitamento dos
insumos aplicados no campo, e¢ também a melhoria da disponibilidade de nutrientes
(RICHARDSON, 2001).

Estudos vém demonstrando que a inoculacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSF), seja em sementes ou no solo, resultam em maiores rendimentos de culturas (CHABOT
etal., 1996; WAKELIN et al., 2004; AHMED; EL-ARABY, 2012), pois promovem o aumento
da disponibilidade de P e absor¢ao pelas culturas, com resultados positivos em varios paises
(RICHARDSON et al., 2009; OWEN et al., 2015). Segundo Herath et al. (2015), a aplicacao
de BSF no solo usando um biofilme microbiano aumentou em 15 vezes a disponibilidade de P,
o que indica que esses organismos podem ser usados como alternativa para o uso de menos
insumos fosfatados na agricultura. As BSF tém a capacidade de transformar formas insoliveis
de P em soldveis por diversos processos como: quelacdo, acidificacdo, reacdes de troca e
formacdo de substancias poliméricas que podem estar ligadas a producao de dcidos organicos
(DELVASTO et al., 2006).
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De modo geral, a acdo de solubilizar P estd muito interligada a modificacdo do pH,
através de: 1) utilizagdo de dcidos organicos como gluconico, isovalérico, oxdlico, tartrico,
succinico, citrico, fumaérico e butirico, que diminuem o pH do meio ou processos de quelacao;
i1) mecanismo de extrusdo de protons H*, resultantes da assimilacdo de NHy+; iii) producdo de
exopolissacarideos por microrganismos do solo e IV) produgcdo de sideréforos por
microrganismos com alta afinidade por ferro (POSSO; DE PRAGER, 2017).

O processo de solubilizacdo de fosfato no solo pelas bactérias é complexo e pouco
compreendido e é afetado por diversos fatores como temperatura, pH, oxigénio, umidade, entre
outros. Além disso, ndo hd estudos especificos a respeito da interacio da comunidade
microbiana e das BSF na solubilizacdo de fosfato.

2.4 Caracteristicas Gerais e Importancia Economica do Milho

O milho (Zea mays), pertence a familia Poaceae (Gramineae) e é considerado um cereal
de alta qualidade nutritiva e grande potencial produtivo (GOMES et al., 2010). E uma planta
com enorme variabilidade genética e grande adaptabilidade, sendo um dos cereais mais
cultivados do mundo (MELO; CASIMIRO, 2017). A produtividade do milho é influenciada
pelas condi¢des climaticas durante as épocas de plantio e caracteristicas do solo do local
(LANDAU et al., 2015), de modo que a umidade do solo, a radiacdo solar, a variagdo de
temperaturas e a precipitacio pluviométrica podem influenciar significativamente na produgao
do milho.

O milho € cultivado em todas as regides do Brasil, sob diferentes sistemas de plantio
(LANDAU et al., 2015). De acordo com dados divulgados pela Organizacao das Nagdes Unidas
para a Alimentacdo e a Agricultura, em 2018, o Brasil se configurava como o terceiro maior
produtor mundial do milho, apresentando autossuficiéncia para o consumo interno (FAO,
2019). A producgdo do milho é destinada para industrias de racdes para animais de criagdo e
para o consumo humano (EMBRAPA, 2015).

O milho € o principal cereal utilizado para a producao de racdo animal e o aumento na
demanda por esse cereal estd relacionado a necessidade de suprir um dos principais segmentos
do comércio interno do Brasil, que € a avicultura e a suinocultura (SOUZA et al., 2018).
Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Alimentacdo Animal — Sindiracdes, a
producdo de ragao animal e sal mineral atingiu 81,5 milhdes de toneladas em 2020,
representando crescimento de cerca de 5% em comparag¢ao com o ano anterior. O sindicato, por
sua vez constatou aumento na producdo de ragcdo de 4,5 % para o ano de 2021, com aumento
na demanda pelo milho e estimando que em 2022 essa demanda continue a crescer devido as
condigdes climdticas mais favoraveis (SINDIRACOES, 2021).

Dos anos de 2021 para 2022, a 4rea plantada destinada a produ¢do de milho no Brasil
cresceu 8,5%, sendo 7,3% na primeira safra e 8,9% na segunda (IBGE, 2022). A estimativa de
producao para 2022 é de 112,0 milhdes de toneladas, cerca de 27% a mais que no ano de 2021,
totalizando 24,3 milhdes a mais de toneladas de milho grdo, com incremento tanto em &area
plantada quanto em produtividade. Comparando a produ¢ao de milho no Brasil em 2016/2017,
que foi de 97,0 milhdes de toneladas, em 2018/2019 de 100,0 milhdes de toneladas, a cada ano
o aumento é superior a 20% com relacao a safra anterior (IBGE, 2019).

Além do milho grao, o milho verde possui boa aceitacdo no mercado interno e se destina
principalmente para consumo in natura, cozido ou assado, e ainda usado em pratos tipicos como
pamonha, sorvetes, bolos e biscoitos (PEREIRA FILHO, 2002). Segundo a Embrapa (2021), o
milho verde pode ser considerado uma hortalica, pois seu periodo no campo varia de 90 dias no
verdao e 120 dias no inverno, permanecendo pouco tempo no campo. Nao existe um censo
atualizado de produ¢do de milho verde no Brasil, mas sabe-se que a demanda interna do pais
tem aumentado, principalmente movida pela industria de alimentos conservados.



Com a demanda crescente de producdo do milho verde, o mercado torna-se mais
exigente no que diz respeito a produtividade da cultura, padrao de tamanho e cor de graos, de
espiga e também com relacdo a sabor, se mais ou menos doce, € com isso ja existem no mercado
variedades capaz de atender essa exigéncia. No caso do consumo de milho verde, as seguintes
caracteristicas sdo necessdrias: grdos com tamanhos padronizados e de cor amarela, espigas
grandes e cilindricas, sabugo C e longo periodo de colheita (EMBRAPA, 2021).

A Regido Nordeste, apesar de nao se destacar como grande produtora de milho verde,
se destaca pelo alto consumo, principalmente nos meses de junho e julho quando se
comemoram os festejos de Sdo Jodo e Sao Pedro, e aumenta a demanda e consumo de alimentos
derivados do milho. No estado de Pernambuco, na regiao do Agreste Meridional, boa parte dos
agricultores familiares que se dedica a cultura, utilizam sementes crioulas, também chamadas
de sementes nativas. A escolha por essas sementes tradicionais se deve ao baixo custo de
producdo, uma vez que as sementes vém da prépria producdo ou através de trocas entre
associagoes de agricultores, e ao facil manejo, pois as sementes sdo adaptadas as condi¢des da
regido e porque possuem as caracteristicas desejaveis de sabor e aparéncia, tendo boa aceitagao
no mercado regional.

Sementes crioulas sdo sementes que nao sofreram modificacdes genéticas induzidas
pela inddustria, ou seja, sdo sementes antigas que possuem um alto nivel de diversidade, com
caracteristicas muito varidveis, e constituem um recurso genético valioso (SANTOS;
CURADO; TAVARES, 2019). No banco de sementes crioulas localizado na zona rural de
Garanhuns, existem cerca de 150 variedades de espécies armazenadas das mais variadas
plantas, entre feijdo, fava e milho, e a variedade de milho Batité se destaca pela adaptabilidade
na regido (IPA, 2020). Nao existe literatura abundante a respeito da variedade Batité, mas
estima-se que a produtividade seja em torno de 10 sacas por ha! na regiio do Agreste
Meridional do estado de Pernambuco.



3. CAPITULO1

PERSPECTIVAS DO BIOCHAR COMO UM VEICULO DE
INOCULACAO PARA BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFATO: UMA REVISAO!

! Artigo publicado na revista Research, Society and Development em fevereiro de 2022



3.1 RESUMO

O f6sforo (P) desempenha um papel vital em muitos aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas. A baixa quantidade de P disponivel em solos agricolas reduz a
produtividade da cultura e fertilizantes fosfatados sao frequentemente aplicados. Porém, devido
a alta afinidade do P pelos constituintes do solo, a disponibilidade desse elemento torna-se
limitada as plantas. Assim, técnicas alternativas, ecoldgicas e de baixo custo tem sido estudadas
para melhorar a aquisicio de P pelas culturas. Microrganismos capazes de solubilizar P,
principalmente bactérias solubilizadoras de fosfato, t€ém se destacado por oferecer uma
abordagem para superar a escassez de P por meio de sua introdu¢@o em sistemas agricolas via
inoculantes. Neste trabalho, mostramos o potencial de microrganismos solubilizadores de P e
seus mecanismos de acdo, o potencial de diferentes veiculos de inoculacio, destacando também
o biochar como um produto bioldgico vidvel para producdo de inoculantes. Os efeitos
combinados desses fatores (bactérias solubilizadoras de fosfato e biochar) agregam varios
beneficios ao sistema solo-planta. Os resultados desta revisdo demonstram que os aditivos do
biochar t€ém grande potencial como um veiculo para inoculagcdo de BSF. No entanto, estudos de
biochar combinado com bactérias solubilizadoras de fosfato ainda s@o incipientes. Pesquisas
futuras devem concentrar esfor¢os na exploracao de cepas altamente eficientes, otimizando as
condig¢des e avaliando vérias fontes de residuos para a produgdo de biochar e sua eficiéncia em
experimentos de campo.

Palavras-chave: Fosforo disponivel. Microrganismos solubilizantes. Inoculantes.



3.2 ABSTRACT

Phosphorus (P) plays a vital role in many aspects of plant growth and development. The low
amount of available P in agricultural soils reduces crop productivity and phosphate fertilizers
are often applied. However, due to the high affinity of P for the soil constituents, the availability
of this element becomes limited to plants. Thus, alternative, ecological and low-cost techniques
have been studied to improve P acquisition by crops. Microorganisms able to solubilize P,
mainly phosphate-solubilizing bacteria have stood out, since they offer an approach to
overcome P scarcity by their introduction in agricultural systems via inoculants. In this paper,
we showed the potential of P-solubilizing microorganisms and their mechanisms of action, the
potential of different inoculation vehicles, also highlighting the biochar as a viable biological
product for production of inoculants. The combined effects of these factors (PSB and biochar)
add several benefits to the soil-plant system. Results from this review demonstrate that biochar
amendments have great potential as a vehicle for inoculation of phosphate-solubilizing bacteria.
However, studies of biochar combined with phosphate-solubilizing bacteria are still incipient.
Future research should focus efforts on exploring highly efficient strains, optimizing conditions,
and assessing several sources of waste for production of biochar and their efficiency in field
experiments.

Keywords: Available phosphorus. Solubilizing microorganisms. Inoculants.



3.3 INTRODUCAO

O fésforo (P) constitui moléculas como DNA, ATP, NADPH e fosfolipidios das
membranas celulares, além de participar de processos como fotossintese, respiragao,
metabolismo de carboidratos, fixagao de N> e ativacao de proteinas (VANCE et al., 2003). No
entanto, a interagao do P com os constituintes do solo, sua ocorréncia em formas organicas e
sua lenta taxa de difusdo na solugcdo do solo, torna o P um nutriente pouco disponivel na
rizosfera, reduzindo a produtividade das culturas em solos agricolas em diferentes dreas do
mundo (ZHU et al., 2018).

Localizados nas zonas Neotropicais, os solos brasileiros possuem quantidades
despreziveis de P devido ao seu material de origem e as intera¢des deste elemento com o solo,
que direcionam a agricultura nacional para o uso de quantidades substanciais de fertilizantes
fosfatados (EMBRAPA, 2017). O Brasil importou cerca de 80% da matéria-prima para a
fabricacdo de fertilizantes NPK em 2019, quando se estima que serdo comercializadas cerca de
36,2 milhdes de toneladas. O uso de fertilizantes por agricultores brasileiros cresceu cerca de
450% nos ultimos 20 a 30 anos (MARTINS; PATAH, 2020; MAPA, 2022;).

Com mobilidade lenta, a maior parte do P € adsorvida aos coloides do solo, o que
diminui as perdas por percolacdo. Portanto, a erosdo € a principal causa das perdas de P contidas
na matéria organica do solo e nas particulas coloidais (CHINTALA et al., 2014). O risco de
perdas considerdveis de P e o aumento das taxas de eutrofizacdo, devido ao alto acimulo de
fertilizantes fosfatados nos solos, tem sido observado em estudos de curto, médio e longo prazo
(OLIVEIRA FILHO et al., 2020).

O P orgénico na matéria organica do solo é uma fonte relevante para a nutricdo das
plantas (LIANG et al., 2017). A dinamica do P organico no solo esta associada as condi¢des
ambientais que influenciam a atividade microbiana, que imobilizam ou liberam os ions
ortofosfato (H2PO4'), e também as propriedades fisico-quimicas e mineraldgicas dos solos
(SANTOS et al., 2008). De acordo com Gatiboni et al. (2007), a contribui¢ao do P organico na
nutri¢ao vegetal é de 6% para solos que receberam fertilizacdo fosfatada e cerca de 43% para
regides nativas sem influéncia antrépica.

Em é4reas ardveis com aplicagdes sazonais ou regulares de fertilizantes fosfatados,
ocorrem bolsdes de P no solo devido a sua adsor¢cdo em coloides ou imobiliza¢do na biomassa
microbiana (NOBILE et al., 2020; OLIVEIRA FILHO et al., 2020). Tais reservatorios
dificilmente estdo disponiveis para as usinas, representando um investimento financeiro
considerdvel, principalmente em um possivel cendrio de escassez de P no mercado. Portanto,
fontes alternativas de fertilizantes sdo necessérias para reduzir a dependéncia de fertilizantes
minerais (MEDEIROS et al., 2019).

A quantidade de fertilizantes minerais aplicados ao solo estd aumentando a cada ano a
fim de melhorar a produtividade das culturas (LEE et al., 2019). Aumentar a eficiéncia dos
fertilizantes na produgdo agricola requer uma abordagem multidisciplinar, que incluem a
otimizacdo da interagdo fertilizante-solo-planta. O Brasil enfrenta um grande desafio para o
manejo de P em solos cultivados, para atender a demanda de aumento de produtividade, mas
preservando os recursos naturais. No entanto, a alta dependéncia brasileira de fertilizantes P
pode representar um uso insustentdvel de um recurso finito (WITHERS et al., 2018).

Ao contrario dos fertilizantes minerais, que requerem revolvimento do solo para
incorporagdo, a aplicacdo de microrganismos fixadores ou solubilizadores é menos invasiva ao
meio ambiente, pois sdo inoculados no solo com as sementes no momento da semeadura. Isso
pode reduzir o risco de polui¢do de nascentes, efluentes e lengdis fredticos por meio da
eutrofizacdo. A utilizacdo de microrganismos solubilizadores de fosfato é adaptavel a sistemas
de producao mais conservacionistas e organicos, dada a sua natureza bioldgica.
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Uma grande variedade de organismos estd envolvida no ciclo natural do P.
Particularmente, os microrganismos desempenham um papel importante, sendo responsaveis
por transformar o P insoldvel em formas soltiveis acessiveis as plantas (ZHU et al., 2018). Os
microrganismos solubilizadores de fosfato sdo objeto de estudo hd décadas (KALAYU, 2019).
Diversas espécies de grupos taxonOmicos distintos sao relatadas como solubilizantes
(Actinomicetos, Cianobactérias, Bactérias e Fungos) e, entre esses, cepas de bactérias t€ém
recebido atencao consideravel.

Assim, devido a alta demanda e baixa eficiéncia dos fertilizantes fosfatados, além da
importancia de um manejo eficiente do P, surge a busca por novas tecnologias renovaveis e
sustentdveis para a agricultura e o meio ambiente (WITHERS et al., 2018). Existem diversos
artigos cientificos sobre a selecao de cepas microbianas eficazes para solubilizacdo de P em
diferentes agrossistemas e tipos de solo. No entanto, ainda hd um déficit de trabalhos que
associem a eficacia de férmulas de inoculantes de baixo custo e acessiveis para produgao.

Diante disso, o objetivo da presente revisdo € (i) fornecer conhecimento sobre estudos
de bactérias solubilizadoras de fosfato, (ii) mostrar qual € a natureza de um inoculante e quais
sdo os diferentes materiais comumente usados para sua producdo e (iii) destacar as vantagens e
desvantagens do biochar como veiculo de inoculagao BSF.

11



3.4 MATERIAL E METODOS

Este estudo é uma revisao narrativa sobre as perspectivas do biochar como veiculo para
inoculacdo de BSF. As revisOes narrativas caracterizam-se por andlises criticas da literatura, do
ponto de vista tedrico ou contextual (GRANT; BOOTH, 2009). As literaturas selecionadas
foram extraidas das plataformas: SciELO, ScienceDirect, Elsevier, PubMed, SpringerLink e
Journal CAPES. Onde foram aplicadas as seguintes palavras-chave, vinculadas por operadores

booleanos (AND, OR): “fésforo disponivel; “microrganismos solubilizantes”; "inoculantes";
"carvao negro" e "biochar".

3.4.1 Historia dos inoculantes bacterianos

A inddustria de inoculantes microbianos entrega mais de 25 milhdes de doses anuais ao
mercado brasileiro (FRANCHINI et al., 2007), principalmente com foco na inoculacdo de
leguminosas e apenas 10% para o cultivo de gramineas. Esses produtos sdo o principal material
de base bioldgica produzido e vendido no pais, e estima-se que o uso de inoculantes bacterianos
na agricultura cres¢a a uma taxa de 12,5% ao ano (OWEN et al., 2015; HOWIESON;
DILWORTH, 2016).

O uso de inoculantes bacterianos na agricultura foi rastreado ha séculos. Em tempos
remotos, os agricultores perceberam que a producdo de leguminosas poderia aumentar o
rendimento da colheita subsequente em comparacdo com dreas sem cultivo anterior de
leguminosas. No final do século XIX, o conhecimento adquirido com essa pratica foi utilizado
para desenvolver um método recomendado para a inoculagdo de leguminosas nos Estados
Unidos (SMITH, 1992). Posteriormente, a descoberta da fixacdo de N> pelas leguminosas e o
isolamento dos rizobios dos nddulos radiculares dessas plantas permitiram a pratica da
inoculagdo bacteriana (CARDOSO; ESTRADA-BONILLA, 2019).

Em 1895, Nobbe e Hiltner desenvolveram técnicas para reproduzir Rhizobium spp. em
laboratdrio, registrando a primeira patente com esses microrganismos, iniciando a produgao
desses inoculantes para uso em larga escala (HUNGRIA et al., 2005). Assim, a comercializagao
de inoculantes bacterianos teve inicio em 1898 (CARDOSO; ESTRADA-BONILLA, 2019), e
a pratica da inoculagdo de rizébio tornou-se comum a partir de entao.

No final da década de 1970, Débereiner e Day (1976) descreveram o potencial do género
Azospirillum para promover o desenvolvimento de plantas ndao leguminosas. Bashan; Levanony
(1990) reuniu dados que demonstraram efeitos positivos da inoculacido de Azospirillum para a
produtividade do milho no campo, concluindo que as respostas foram bastante substanciais
devido a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Apds observacdes de que a promocao do crescimento
das plantas causada pela inoculacdo com Azospirillum sp. foi principalmente devido a
promocao do crescimento da raiz e nao a fixa¢do de nitrogénio (OKON; LABANDERA-
GONZALEZ, 1994), os objetivos experimentais e projetos foram alterados.

Dobereiner e equipe isolaram a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus em plantas
de cana-de-agticar na década de 1990 (CAVALCANTI; DOBEREINER, 1988). A partir de
entdo, foi possivel isolar e identificar bactérias endofiticas em amostras de caules, folhas e
raizes, capazes de colonizar plantas de cana-de-agticar como G. diazotrophicus (REIS et al.,
1994), Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans (OLIVARES et al., 1996),
Azospirillum spp. e novas espécies do género Burkholderia (PERIN et al., 2006).

Além disso, a co-inoculacio de bactérias jd é utilizada em paises como Africa do Sul e
Argentina, mas os estudos ainda sdo incipientes no Brasil. A co-inoculacdo proporciona maior
crescimento radicular, além de maior potencial de nodulacdo e resposta eficiente na interagao
de bactérias diazotréficas, principalmente com as espécies Azospirillum brasilense e
Bradyrhizobium japonicum (ZUFFO et al., 2016). Outros beneficios dessas bactérias sdo a
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capacidade de penetrar nas raizes das plantas, o antagonismo a fitopatégenos, a associagdo com
diversas gramineas como o milho, a produc¢do de fitohormonios e a tolerancia as variacdes de
temperatura (ARAUJO, 2008).

Além das misturas de cepas bacterianas utilizadas na formulacdo dos inoculantes, outros
grupos foram investigados isoladamente ou por co-inoculagdo, como Bacillus (SZILAGYI-
ZECCHIN et al., 2015) e sua associacao com fungos do género Trichoderma (CHAGAS et al.,
2017) e bactérias pertencentes a Pseudomonas (LIFFOURRENA et al., 2018; MANZOOR et
al., 2017), Acetobacter (FLORENTINO et al., 2017) e varios tipos de co-inoculagdo com
Azospirillum e rizébio (GALINDO et al., 2018).

Os primeiros inoculantes bacterianos especificos para solubilizar P datam de 1950,
quando um produto conhecido como “Fosfobacterina”, derivado da mistura de caulim e
Bacillus megatherium var. phosphaticum, foi langado no mercado na ex-Unido Soviética e no
Leste Europeu, aumentando a mineralizacao do P no solo em 20% (KUCEY et al., 1989). No
entanto, esses resultados nao foram confirmados por estudos desenvolvidos nos anos seguintes,
em outros paises como os EUA (KUCEY et al., 1989). Em varios paises (Austrdlia, Canada,
Brasil, EUA, Russia), desde a década de 1950, ha registros de produtos a base de bactérias como
Acidithiobacillus sp., Bacillus spp. e fungos como Penicillium bilaji e P. radicum, visando a
solubilizacao do P, porém, na maioria dos casos os resultados s@o inconclusivos e contraditorios
(MENDES; DOS REIS JUNIOR, 2003).

Estudos que explicam as interagdes entre P e microrganismos tém recebido atengao
especial, uma vez que microrganismos solubilizadores de fosfato sao alternativas para melhorar
a eficiéncia das fontes de P no solo (MASSENSSINI et al., 2015). Estudos tém explorado a
melhoria do uso de nutrientes no solo, por meio de microrganismos capazes de solubilizar P
(CISNEROS-ROJAS et al.,, 2017) e potassio (K) (BAGYALAKSHMI et al., 2017).
Dworzanski et al. (2006) registraram a primeira patente utilizando Bacillus megaterium, B.
cereus € B. pectobacterium para solubilizagdo de P e K, fixar nitrogénio e promover o
crescimento da planta, visando o desenvolvimento de um biofertilizante multifuncional. Os
efeitos da dissolucao de P e K foram comprovados em um experimento em casa de vegetacao;
no entanto, o produto nao foi testado em campo (DWORZANSKI et al., 2006).

Em 2016, foi lancado o primeiro inoculante que obteve sucesso na solubiliza¢do do P
(BiomaPhos ®) com tecnologia brasileira. O produto € o resultado da mistura de duas cepas
bacterianas (Bacillus megaterium e B. subtilis). A inoculacdo com esses microrganismos pode
acelerar a liberagao na rizosfera de P inorganico ou organico ndo disponivel e enriquecer o solo
biologicamente, aumentando a produtividade das lavouras (PAIVA et al., 2020). No cultivo do
milho nos municipios de Santa Maria-RS e Palotina-PR, a mistura do BiomaPhos ® com a
fertilizacao fosfatada a 50% da dose recomendada, resultou em ganhos de 28% na
produtividade, comparados aos efeitos isolados dos tratamentos apenas com fertilizante
fosfatado ou as cepas isoladas (PAIVA et al., 2020). Além disso, produtos contendo cepas de
Bacillus sao mais estaveis no solo devido a capacidade do Bacillus em formar enddsporos, o
que permite que a bactéria resista a condicdes abidticas extremas, como mudancas de pH,
temperatura e presenca de pesticidas (BAHADIR et al., 2018).

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2011) disponibiliza
uma lista de microrganismos autorizados para a produ¢do de inoculantes. Os inoculantes
bioldgicos sao avaliados de acordo com os pré-requisitos estabelecidos pelo MAPA, seguindo
as instrucdes estabelecidas pela portaria n°. 13/2011. O MAPA estima que aproximadamente
150 cepas de microrganismos apresentam caracteristicas que se enquadram nos parametros pré-
estabelecidos, sendo utilizadas no desenvolvimento de inoculantes para diferentes culturas.
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3.4.2 Bactérias solubilizadoras de P

Em 1948 Pikovskaya descobriu o papel desempenhado pelas bactérias no ciclo
biogeoquimico do P, mineralizando P organico e solubilizando fosfato inorganico insoldvel.
Este estudo abriu caminho para pesquisas mais amplas sobre géneros bacterianos que possuem
essa capacidade (ZHU et al., 2018), os processos bioquimicos envolvidos (KUMAR 2016;
AMEEN et al., 2019), localizacao geogréfica (ZHU et al., 2018) e condi¢des ambientais no qual
cada cepa apresenta melhor desempenho e é capaz de sobreviver (PRABHU; BORKAR;
GARG, 2019).

Dentre as espécies relatadas como solubilizadoras de P, destacam-se pela
representatividade nos estudos aquelas classificadas nos géneros Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e Rhizobium (Tabela 1). Bactérias do género
Bacillus, Pseudomonas e Rhizobium estdo entre as mais abundantes na rizosfera (CHENG et
al., 2017).

Tabela 1. Espécies de bactérias solubilizadoras de fosfato.

Espécies

Referéncias

Azospirillum brasilense
A. lipoferum
Bacillus circulans

B. megaterium

B. polymyxa; B. subtilis

B. pulvifaciens

B. coagulans; B. fusiformis; B. pumilus;

B. Chitinolyticus
B. sircalmous
Burkholderia cenocepacia
B. cepacia
B. multivorans
B. stabilis
B. tropica
Enterobacter asburiae
E. cloacae
E. ludwigii
Thiobacillus ferrooxidans
Pseudomonas canescens

P. putida

P.calcis

P. fluorescens

P. striata

Pantoea agglomerans
Rhizobium meliloti

R. leguminosarum

Mesorhizobium mediterraneum

Rodriguez et al., 2004; Moraes et al., 2019
Rodriguez et al., 2004
Sharma et al., 2013; Satyaprakash et al., 2017

Chen et al., 2006; Sharma et al., 2013; Satyaprakash

et al., 2017; Hajjam; Cherkaoui, 2017
Khan et al., 2009; Sharma et al., 2013; Thakur et
al., 2014; Hajjam; Cherkaoui, 2017
Gaur; Arora; Prakash, 1979

Sharma et al., 2013

Khan et al., 2009; Kumar; Kumar; Patel, 2018
Liu et al., 2019; You et al., 2020
Pande et al., 2020
Zeng et al., 2017
Park; Yeom; Yoon, 2018
Anillo et al., 2016; Bernabeu et al., 2016
Kumar et al., 2016
Borham; Belal; Metwaly, 2017
Lee et al., 2019
Sharma et al., 2013
Alam et al., 2002
Alam et al., 2002; Ghaderi et al., 2008; Khan et
al., 2009; Thakur; Kaushal; Shyam, 2014
Sharma et al., 2013
Ghaderi et al., 2008; Khan et al., 2009; Sharma et
al., 2013; Thakur et al., 2014; Hajjam; Cherkaoui,
2017
Khan et al., 2009; Sharma et al., 2013; Thakur et
al., 2014; Hajjam; Cherkaoui, 2017
Son et al., 2006
Sharma et al., 2013
Afzal; Bano, 2008; Walpola; Yoon, 2012; Hajjam;
Cherkaoui, 2017
Peix et al., 2001
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Além de melhorar a disponibilidade de P para as plantas, as BSF também sao capazes
de mobilizar metais pesados toxicos para plantas e humanos (MOHAMED; ALMAROALI,
2017; TENG et al., 2019), gerando beneficios para a biodiversidade da micro e macrofauna do
solo, permitindo assim o cultivo em solos previamente contaminados. Nessas circunstancias,
Ahemad (2015) avalia o uso das BSF como uma alternativa economicamente vidvel, causando
menor impacto ao meio ambiente, sem comprometer a estrutura do solo, nem sua microfauna,
em comparacdo aos insumos minerais tradicionalmente utilizados.

Irfan et al. (2019), aplicando uma mistura de diferentes linhagens de BSF e carreadores
de in6culo em solo salino na cultura do milho, observaram um aumento significativo no
crescimento das plantas e na producdo de milho, para todos os tratamentos em relacdo ao
controle independentemente do nivel de salinidade. Shahzad et al. (2017) observaram
resultados semelhantes com o trigo, devido a produ¢do de ACC desaminase pelas BSF, que
catalisam as enzimas ACC sintase liberadas pelas plantas sob condi¢des de estresse, reduzindo
os efeitos da alta concentracdo de sais. De acordo com Nadeem et al. (2013), esse processo
também favorece o crescimento da comunidade microbiana introduzida, uma vez que a
degradacao da ACC sintase produz a-cetobutirato e como subproduto a amonia, que € absorvida
pelos microrganismos promovendo uma relagdo simbidtica positiva.

Diversas espécies de grupos taxondmicos distintos sdo relatadas como solubilizadores
de P (Actinomycetos, Cianobacterias, Bacteria e Fungos) e dentre elas as linhagens de bactérias
tém recebido considerdvel aten¢do. Com aproximadamente 101 a 1010 individuos por grama
de solo dentro das comunidades microbianas do solo, as popula¢des bacterianas podem
ultrapassar 2.000 kg ha™! do peso vivo nesses habitats, enquanto as BSF podem representar entre
1 e 50% do total das comunidades desses microrganismos (KHAN et al., 2009).

As caracteristicas fisiologicas e as propriedades bioquimicas dos espécimes de bactérias
tornam esses microrganismos colonizadores de uma grande variedade de habitats. Com
distribui¢do cosmopolita, espécies de BSF sao isoladas principalmente de amostras de solo
rizosférico. No entanto, evidéncias demonstram uma relacido simbidtica com varios grupos de
plantas, podendo ocorrer também como endéfitas (DONATO et al., 2019).

Vassilev et al. (2012) relataram a ocorréncia de solubilizacdo de P por bactérias em
condi¢des adversas. Estresses abidticos como escassez de dgua, mudancas de pH (alto ou
baixo), salinidade e temperaturas, aparentemente, ndo exerceram influéncias negativas no
fendmeno de solubilizacdao. Prabhu; Borkar; Garg, (2019) destacam essas caracteristicas e
classificam bactérias tolerantes e solubilizadoras de fosfato extremoéfilas como potenciais
bioinoculantes, principalmente em dreas agricolas antropizadas. A eficdcia das espécies de BSF
€ relatada em vérias condicdes, como altos niveis de salinidade (NAKBANPOTE et al., 2014)
e variagoes de pH (PRABHU; BORKAR; GARG, 2018).

Os beneficios da inoculacdo de espécies de BSF sao relatados em diversas culturas,
promovendo o crescimento e desenvolvimento de eucalipto (FOLTRAN et al., 2019), algodao
(AKHTAR et al., 2010), feijaio (BELHARDI et al., 2018), tomate (ANILLO et al., 2016), soja
(BELHARDI et al., 2018).

3.4.3 Mecanismos de solubilizacao de P

Variacdes na capacidade de solubilizar P no solo, por tdixons de BSF, foram discutidas
nos dltimos anos (GUPTA et al., 2012; MASSENSSINI et al., 2015; ZHU et al., 2018). O
aumento da disponibilidade de P foi documentado, principalmente, por espécies dos géneros
Pseudomonas, Azotobacter, Burkholderia, Bacillus e Rhizobium (ANILLO et al.,, 2016;
HAJJAM; CHERKAOQUI, 2017; BELHARDI et al., 2018). De acordo com Zhu et al. (2018), a
capacidade de solubilizacdo pode ser atribuida a fatores como espécie, linhagem, propriedades
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do solo (inerentes e sazonais) e espécies vegetais presentes na drea. No entanto, embora o
aumento da produtividade relacionado a promog¢do da disponibilidade de P pela aplicagao
desses microrganismos seja amplamente reconhecido (HAJJAM; CHERKAOUI, 2017,
BELHARDI et al., 2018), os mecanismos relacionados a esse fendmeno ndo sao totalmente
compreendidos.

Diferentes exsudatos de sintese microbiana, incluindo dcidos organicos, metabdlitos e
enzimas, surgiram como fatores essenciais para a solubilizacdo do P (BEHERA et al., 2014).
Além disso, a reducdo do pH do solo, a quelacdo e a mineralizacdo foram relatadas como

mecanismos importantes para esse fenomeno (KALAYU, 2019) (Figura 1).

C - Multiple mechanism,

Phosphate Solubilizing
Microorganism

Figura 1. Mecanismos de solubilizacio organica e inorganica utilizados por bactérias (adaptado
segundo PRABHU; BORKAR; GARG, 2019).

Em geral, a a¢do de solubiliza¢ao do P por BSF estaria intimamente relacionada a quatro
fatores: 1) sintese de dcidos organicos como gluconico, isovalérico, oxalico, tartarico, succinico,
citrico, fumadrico e butirico; ii) mecanismo de extrusiao de prétons H+, a partir da assimilagao
de NH4+; iii) producdo de exopolissacarideos e iv) produgdo de sider6foros com alta afinidade
pelo ferro (POSSO; DE PRAGER, 2017).

Produtos do metabolismo bacteriano, os 4cidos organicos influenciam a dinamica
natural do ciclo do P. A sintese desses dcidos tem uma forte correlaciao positiva com o indice
de solubiliza¢do e a diminuicdo do pH do solo (SATYAPRAKASH et al., 2017). Estudos
realizados com bactérias do género Acinetobacter, mostraram a solubiliza¢do de fosfatos dos
acidos glucdnico, oxélico e butirico, proporcionando melhor desenvolvimento de culturas como
repolho, pepino, margarida, cevada, trigo e grao de bico (KANG et al., 2009; OGUT et al.,
2010). Segundo Kalayu (2019), a eficiéncia da solubilizacdo depende da resisténcia e da
natureza dos 4cidos. O 4cido gluconico € relatado como o principal dcido organico sintetizado
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pelas BSF, como Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Enterobacter agglomerans (Erwinia
herbicola) e Burkholderia cepacia (ZHU et al., 2018).

Entre os processos e mecanismos de solubilizacdo do P, as substincias quelantes
desempenham um papel importante. Os 4cidos sintetizados pelas BSF, como acido 2-ceto-
gluconico, dcido himico e 4cido fulvico, convertem formas insoltveis de fosfato por quelagcao
de cations (KHAN et al., 2009; PRABHU; BORKAR; GARG, 2019). Esses acidos sao fortes
quelantes de fosfatos insoluveis tricdlcico (Ca3(POas)2), fosfato de aluminio (AIPOs) e fosfato
de ferro (FePO4) (KHAN et al., 2009).

A solubilizacdo do fosfato organico no solo ocorre pela acdo de enzimas microbianas
(JORQUERA et al.,, 2008). A producdo de enzimas extracelulares como fosfoesterases,
fosfodiesterases, fitases e fosfolipases por espécies de Bacillus, Streptomyces e Pseudomonas,
por exemplo, mineralizam fosfatos organicos complexos convertendo-os em fons fosfato
acessiveis para assimilacdo (KHAN et al., 2009; WALPOLA; YOON, 2012). Satyaprakash et
al. (2017) também relataram a producao de sideréforos, que hidrolisam P organico. No entanto,
Prabhu; Borkar; Garg, (2019) alertam que a relacdo entre a sintese de sider6foros e a
solubilizacdo de fosfato ainda ndo € totalmente compreendida.

3.4.4 O que um inoculante biolégico deve ter

Devido a expansao da agricultura e a alta demanda por fertilizantes, alternativas que
garantam a seguranga ambiental e que sejam economicamente vidveis sao demandadas pelos
agricultores. Dentre algumas dessas alternativas, os biofertilizantes na forma de inoculantes
caracterizam-se por serem ecossustentaveis, de baixo custo, porém, necessitam de formulagdo
especifica para uso (OWEN et al., 2015). Os inoculantes sdo produtos baratos, de facil
aquisicdo, apresentam resultados positivos quanto ao uso na agricultura, proporcionando
grandes ganhos na producao e economia em fertilizantes minerais.

O sucesso do desenvolvimento microbiano apds a introdugdo de inoculantes no solo esta
ligado a fatores abidticos como pH, temperatura, umidade e fatores bidticos como competi¢ao
por nutrientes, substratos, predadores e a presenca de patdgenos que comprometem a
sobrevivéncia bacteriana na rizosfera (SIVAKUMAR et al., 2014; REETHA et al., 2014).

O inoculante microbiano € um produto que contém microrganismos favordveis ao
crescimento das plantas. Classificados como sélidos (pd, sendo a turfa um suporte para
bactérias) e fluidos (liquidos, onde as bactérias ja t€ém seus processos metabdlicos estabilizados
via protetores celulares) (PRABHU; BORKAR; GARG, 2019).

Conforme definicdo do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
no Decreto 4.954 (2004), art. 2° inciso V, inoculante é todo o insumo biolégico com
microrganismos capazes de realizar atividades benéficas e necessdrias ao desenvolvimento das
plantas, produzidos de acordo com protocolos estipulados pela Rede de Laboratérios para
Recomendacio, Padronizacdo e Difusiao de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola (RELARE). Sao produtos baratos, oferecidos em liquido, gel, turfa e até novas
formulagdes. O inoculante em sua férmula liquida pode ser aplicado via semente e sulco de
semeadura; o inoculante a base de turfa s6 pode ser aplicado via semente (SILVA et al., 2009).

Esse material deve ter tr€s caracteristicas essenciais: promover um desenvolvimento
bacteriano satisfatério, manter as células dos microrganismos vidveis por um determinado
periodo de tempo e garantir a liberacao gradual de uma populacao bacteriana que serd benéfica
para as plantas (BASHAN et al., 2014; CARDOSO; ESTRADA-BONILLA, 2019).

O biofertilizante ¢ um fertilizante organico liquido, que pode ser produzido em meio
aerébio ou anaerdbico a partir de uma mistura de materiais organicos (esterco, frutas, leite),
minerais (macro e micronutrientes) e 4gua, provenientes da fermentacdo de residuos agricolas
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ou de dejetos animais. Esses biofertilizantes podem substituir ou complementar a adubagao
quimica e podem ser utilizados em aplicacdes no solo ou foliares (SOUSA et al., 2013).

O termo biofertilizante também consta na Instru¢io Normativa (IN) 64 de 2008 do
MAPA, que aprova o regulamento técnico de substancias permitidas para sistemas organicos
de producdo. O biofertilizante € entdo definido como “produto contendo componentes ativos
ou agentes bioldgicos, capazes de atuar direta ou indiretamente sobre a totalidade ou parte das
plantas cultivadas, melhorando o desempenho do sistema de produgdo e que seja livre de
substancias proibidas pela regulamentacdo organica”. Assim, esta instru¢do normativa
incorpora microrganismos benéficos (fungos e bactérias) que podem ter efeito estimulante e
podem ser considerados biofertilizantes na produgdo organica.

3.4.5 Formulacao de inoculantes

A heterogeneidade inerente a qualquer solo € o principal obstidculo a inoculagdo. As
bactérias introduzidas podem encontrar nichos na rizosfera da planta colonizados por outros
microrganismos. Essas bactérias introduzidas e desprotegidas devem competir com a
microflora nativa que muitas vezes estd mais bem adaptada e, na maioria dos casos, ndo
consegue resistir a predacdo da microfauna do solo. Em resposta, um papel importante para
qualquer formulacdo de inoculante é fornecer um microambiente mais adequado, combinado
com proteg¢do fisica por um periodo prolongado (BASHAN; DE-BASHAN; PRABHU, 2016).

A substancia potencial deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas estaveis, que
garantam a integridade de suas propriedades organolépticas, como a conservacao de sua forma,
composi¢do e estrutura molecular, além de odor e textura, de modo a ndo afetar o nimero de
células vidveis, garantindo que apds a aplicacdo do produto terd o desempenho esperado
(ARORA; MISHRA, 2016).

Mesmo conservando a integridade, candidatos a veiculos de inéculo nao devem ser um
meio desprovido de nutrientes, devendo conter substancias e elementos quimicos especificos
que possam atender parte da demanda energética que a comunidade microbiana precisa para se
manter vidvel (CORTES-PATINO et al., 2015), além de poder apresentar um pH adequado que
promova a manutencdo e propagacdo de microrganismos no momento da aplicagdo.
Formulagdes inadequadas sdo as principais barreiras para a aprovacao e comercializagao de
novos inoculantes (STEPHENS; RASK, 2000), assim como a dificuldade em ajustar férmulas
com caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas capazes de manter a populacdo de
microrganismos viavel ao longo do tempo (SILVA et al., 2012).

Os veiculos de inoculagdo compartilham o mesmo principio fundamental, que € garantir
a sobrevivéncia dos microrganismos de interesse, apesar de variarem em condi¢des fisicas
(HUSNA et al., 2019; BOJKOV et al., 2020). Para tanto, alguns critérios devem ser atendidos
antes que qualquer substancia ou meio possa ser listado como potencial candidato,
principalmente no que diz respeito as formulagdes que serdao comercializadas e devem atender
a rigidos padrdes comerciais e legislativos.

Mesmo sendo elegiveis para um possivel meio de inoculacao, as matérias-primas devem
ser significativamente abundantes, para que seus custos de extracdo e producdo os tornem
financeiramente vidveis. Outro ponto chave que deve ser abordado € a nao toxicidade (HALE
et al., 2015) e o uso de recursos renovdveis, que garantem uma exploracdo continua e
sustentdvel.

De acordo com Bashan et al. (2014), existem cinco classes de materiais carreadores de
inéculo: (1) turfa, carvao, biochar, argila e solo inorganico; 2) residuos de plantas de diversas
origens industriais e agricolas; (3) materiais inertes, polimeros e fragmentos de rocha tratados;
(4) culturas microbianas liofilizadas, misturadas com 6leo e bactérias secas; e (5) inoculacao de
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liquidos, com adi¢do de produtos quimicos que melhoram a viscosidade, estabilidade, tensao
superficial, fun¢do e dispersao.

As formulagdes liquidas sdo suspensdes que cont€ém componentes que melhoram a
viscosidade e a estabilidade da solu¢do (BASHAN et al., 2014). A principal vantagem desta
formulacdo € o seu facil manuseio, sendo a preferida pelos paises desenvolvidos.

As formulacdes poliméricas foram testadas como um substituto industrial para a turfa
comercial. Eles exibem vdrias caracteristicas vantajosas, incluindo maior vida qtil, viabilidade
e densidade de cepas, facilidade de fabricacdo e melhor desempenho em campo. Alguns
exemplos de polimeros sdo quitosana, alginato, dgar, goma de feijao, entre outros (BASHAN
et al., 2014).

A turfa € a mais utilizada mundialmente como o veiculo de inoculagdo de rizébio, em
p6 ou participando da formulagio de compostos organicos, exceto na Africa e Asia onde esse
material é caro. Um dos problemas da turfa € sua estabilidade, devido as suas caracteristicas em
termos de tamanho de particula, pH, umidade, vida util (DEAKER et al., 2004, 2011). Outro
problema ¢ a fonte finita, uma vez que nao estio disponiveis grandes reservas mundiais de turfa
com caracteristicas propicias como veiculos de inoculagdo. Materiais alternativos a turfa foram
testados nas décadas de 1980 e 1990 como carvao, lama, p6 de coco, filtro de cana-de-agucar,
mas todos obtiveram resultados piores quando comparados a turfa (SINGLETON et al., 2002).
Embora outros insumos organicos tenham apresentado resultados positivos, o principal entrave
€ sua disponibilidade em quantidade para suprir a demanda do mercado.

3.4.6 Viabilidade do biochar como componente de inoculantes microbianos

Biochar é um material carbondceo de grao fino com alto teor de carbono organico e
amplamente resistente a decomposi¢do microbiana. Este material pode ser obtido por
decomposicao térmica (pirdlise) da biomassa, sob condi¢des limitadas de oxigénio
(MEDEIROS et al., 2020b) e temperatura entre 300 a 900 °C (PANDEY et al., 2020). Diversas
matérias-primas podem ser empregadas na producdo do biochar, como casca de café
(MARTINS FILHO et al., 2020), sobras de madeira (toras, cascas, galhos), gramineas e outros
residuos da agricultura, pecudria e agroindudstrias (MEDEIROS et al., 2020a).

Quando aplicado ao solo, o biochar cria uma reserva de carbono, servindo como uma
rede que remove o CO»> da atmosfera e o armazena no solo na forma de carbono recalcitrante
(LEHMANN; JOSEPH, 2009), tornando o solo adequado para o sequestro de carbono. O
biochar tem sido amplamente estimulado e reconhecido como um veiculo de sequestro de
carbono, e a reunido das Nag¢des Unidas sobre mudangas climéaticas em Copenhague descreve
no projeto de texto de negociacdo: “Devemos prestar atencao especial ao papel dos solos no
sequestro de carbono, incluindo o uso de biochar e sumidouros de carbono em terras aridas”.

Além disso, a aplicacdo do biochar na agricultura traz diversos beneficios, pois ajuda a
reduzir a lixivia¢do de nutrientes, bem como as necessidades de irrigacdo e fertilizantes das
plantas, devido a capacidade de retengdo de nutrientes e dgua (RAZZAGHI et al., 2020); atua
como condicionador do solo (AAMER et al., 2020; YE et al., 2020); aumenta a capacidade de
troca catidnica, pois apresenta grupos funcionais carregados negativamente em sua superficie
(LARA et al., 2013) e atua na agregagdo do solo (AMOAH-ANTWI et al., 2020). O Biochar
também aumenta a estabilidade do carbono, adsor¢cdo e/ou complexacdo de matéria organica e
componentes toxicos, € melhora a saide microbiana do solo (LI et al., 2017). A alta area de
superficie especifica e a porosidade do biochar criam um ambiente que promove o crescimento
microbiano, como bactérias, fungos ectomicorrizicos, fungos micorrizicos e fungos
micorrizicos arbusculares (PALANSOORIYA et al., 2019), atividades enzimaticas e ciclagem
de nutrientes (WANG et al., 2016), e como alternativa para suprimir doengas de plantas
(DEBODE et al., 2020).
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Como o P é normalmente liberado em temperaturas superiores a 800 °C, € mais provavel
que a pirdlise nao seja suficiente para disponibiliza-lo, portanto, o P pode ser retido do biochar
na forma inorganica ou organica (SCHMALENBERGER et al., 2016). Estudos recentes
sugerem que a intera¢do do biochar no solo também pode influenciar na disponibilidade de P,
devido a mudancas no pH, na eficiéncia enzimatica, na formagao de complexos organominerais,
que podem aumentar a solubilidade do P através de mudancas induzidas na comunidade
microbiana do solo (DU et al., 2019; LI et al., 2020; SHI et al., 2020). Diante dessas vantagens
para as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (BUTNAN et al., 2015), o biochar
surge como uma alternativa promissora e ecologicamente favordvel para aumentar a
produtividade das culturas agricolas (BUTNAN et al., 2015; MARTINS FILHO et al., 2020).

Além disso, o biochar pode ser um eficiente componente de indculo para alguns
microrganismos (MEDEIROS et al., 2020a). Qian et al. (2020), ao avaliar a biotransformagao
de P no biochar associado a Pseudomonas putida, comprovaram que o biochar pode ser um
potencial fertilizante de P. No entanto, deve-se levar em consideragdo o tipo de matéria-prima
e a temperatura utilizada para a produgdo do biochar, o que influencia no seu desempenho.
Medeiros et al. (2020a) avaliaram biochars de residuos de café e descobriram que ele pode ser
um veiculo de inoculagdo para Trichoderma aureoviridae, um microrganismo multifuncional
no solo. Yan et al. (2020) refor¢cam a afirma¢ao de que o aumento da disponibilidade de P
através do biochar varia de acordo com o residuo utilizado e a temperatura de pirdlise,
ressaltando que temperaturas mais altas favorecem o fornecimento de P.

A literatura de patentes mostra no documento CN108083908 (A) que o biochar
misturado com dcido maleico, nitrato de amonio € um agente microbiano misto composto por
sacaromicetos, bactérias fotossintéticas, Bacillus subtilis, Rhizobium, Trichoderma viride €
Bacillus é usado como fertilizante microbiano, biofertilizante e/ ou modificador de solo. Outro
produto contém 95-98% de biochar e 2-4% de agente probidtico, composto por Paenibacillus
polymyxa, cepas de Trichoderma, rizébios, bactérias fixadoras de nitrogénio, solubilizadores
de fosfato, potdssio, decompositores de celulose, geradores de antibidticos e fotossintéticos
(CN102660291 (A)). O biochar de casca de feijao foi inoculado com Trichoderma aureoviride
para a formulac@o de um biofertilizante (BR1020180163680) e também para fixar uma mistura
de agentes microbianos como Shewanella putrefaciens, Geobacter metallireducens,
Trichoderma viride e Trichoderma harzianum e uma bactéria protetora, Bacillus subtilis
(CN109609417 (A)).

Nesse sentido, o biochar pode ser uma alternativa econdmica e ecologicamente correta,
pois serve como ferramenta de reaproveitamento de residuos gerados pelo agronegdcio que gera
200 milhdes de toneladas de biomassa a partir de residuos no Brasil (MARTINEZ et al., 2019).
Tendo em vista a extensa literatura mostrando resultados positivos do uso do biochar em solos
agricolas, foi considerado um fertilizante ecoldgico para a agricultura sustentdvel e moderna
(CHEN et al., 2018), e como membro de inoculantes microbianos (MEDEIROS et al., 2020a,
b).
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3.5 CONCLUSOES

Como a maioria dos solos brasileiros é deficiente em fésforo e as fontes de fosfato sio
recursos naturais nao renovaveis, o uso eficiente de P na agricultura € essencial. A produgdo de
biofertilizantes e bioinoculantes sao estratégias para introdu¢do de microrganismos capazes de
melhorar a disponibilidade de P. Além disso, a selecdo de cepas de bactérias que sejam
altamente eficientes na solubilizacdo do P e na adaptagao a diferentes agrossistemas sao cruciais
para alcangar o desempenho bem-sucedido do fornecimento de P as plantas. A utilizagcdo do
biochar traz diversos beneficios ao solo e as plantas, bem como ao meio ambiente, como
ferramenta de reciclagem de residuos do agronegdcio.

Esta revisdo mostrou como o biochar pode ser promissor como componente de um
possivel inoculante e para a formulacao de novos produtos. No entanto, estudos visando o uso
de biochar combinado com BSF ainda sdo incipientes. Pesquisas futuras devem focar esforcos
na exploracdo de linhagens altamente eficientes, otimizando condicdes e avaliando diversas
fontes de residuos para produgdo de biochar e sua eficiéncia em experimentos de campo.
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4. CAPITULO 11

INOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
ASSOCIADAS A BIOCHAR EM SEMENTES DE MILHO
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4.1 RESUMO

O uso de bactérias solubilizadoras de fosfato vem se constituindo em uma alternativa para
acessar o P que estd adsorvido aos coldides e aumentar a eficiéncia no uso dos fertilizantes
fosfatados nos sistemas agricolas. O biochar, produto da pirdlise lenta de materiais vegetais,
também vem sendo apontado como uma alternativa no fornecimento de P para o solo (a
depender das caracteristicas do material), além de varios beneficios diretos e indiretos ao
sistema. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da aplicacdo de bactérias
solubilizadoras de P associado a biochars em sementes de milho, sobre as variaveis fitotécnicas
da cultura e nas propriedades quimicas e bioquimicas do solo. Para isso, foram aplicadas
diferentes combinagdes de indculos e fontes de biochars em sementes de milho, em casa de
vegetacdo. Vasos contendo 16 kg de solo receberam sementes de milho da variedade Batité.
Foi utilizado um arranjo fatorial 3 x 4 com 4 repeticdes, combinando trés fontes de biochar
como veiculo de inoculacdo: sem biochar, biochar de palha de arroz (PA) e biochar de uva
branca (UB), e 4 cepas bacterianas: Klebsiella aerogenes UAGC17, Klebsiella aerogenes
UAGC19, a mistura das duas bactérias na mesma concentracdo e controle sem inoculagdo.
Foram avaliadas as caracteristicas fitotécnicas da planta com 45 dias, como altura da planta,
diametro do colmo, massa seca e fresca de raiz e parte aérea, andlises quimicas do solo,
atividades das enzimas fosfatases dcida e alcalina, B-glucosidase, respiragdo basal do solo e as
fracdes de P no solo. O biochar PA associado a UAGC17 aumentou as varidveis P organico
14bil, P organico solivel em meio bésico, P organico solivel em meio 4cido, respiracdo basal
do solo e as enzimas fosfatases dcida e alcalina e a B-glucosidase. Ja a bactéria UAGC19
aumentou apenas o peso fresco de raiz, associado ao biochar PA. No geral, tanto o biochar de
PA quanto a bactéria UAGC17, apresentaram os melhores efeitos de incremento das varaveis
bioquimicas e quimicas do solo. Os biochars de PA e UB se mostraram promissores como
veiculos de inoculagao.

Palavras-chave: Inoculagdo bacteriana. Bioinoculante. Zea mays.
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4.2 ABSTRACT

The use of phosphate-solubilizing bacteria has emerged as an alternative for accessing
phosphorus that is adsorbed to colloids and increasing the efficiency of phosphate fertilizers in
agricultural systems. Biochar, a product of the slow pyrolysis of plant materials, is also being
highlighted as an alternative for supplying phosphorus to the soil (depending on the
characteristics of the material), in addition to providing various direct and indirect benefits to
the system. This study aimed to evaluate the effect of applying phosphate-solubilizing bacteria
associated with biochars on corn seeds, focusing on the phytotechnical variables of the crop
and the chemical and biochemical properties of the soil. Different combinations of inocula and
biochar sources were applied to corn seeds in a greenhouse. Pots containing 16 kg of soil
received seeds of the Batité variety. A 3 x 4 factorial arrangement with 4 replications was used,
combining three sources of biochar as an inoculation vehicle: no biochar, rice straw biochar
(PA), and white grape biochar (UB), with 4 bacterial strains: UAGC17, UAGC19, a mixture of
the two bacteria at the same concentration, and a control without inoculation. The
phytotechnical characteristics of the plants were evaluated after 45 days, including plant height,
stem diameter, and dry and fresh mass of roots and shoots, as well as chemical analyses of the
soil and the activities of the enzymes acid and alkaline phosphatases, B-glucosidase, basal soil
respiration, and phosphorus fractions. The PA biochar associated with UAGC17 increased the
variables of labile organic phosphorus, soluble organic phosphorus in basic medium, soluble
organic phosphorus in acidic medium, basal soil respiration, and the activities of acid and
alkaline phosphatases and B-glucosidase. Meanwhile, bacteria UAGC19 only increased the
fresh root weight when associated with PA biochar. Overall, both PA biochar and bacteria
UAGC17 exhibited the best effects on the biochemical and chemical variables of the soil. Both
PA and UB biochars showed promise as inoculation vehicles.

Keywords: Bacterial inoculants. Bioinoculant. Zea mays.
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4.3 INTRODUCAO

O fésforo (P) € o nutriente que mais tem limitado a produgdo agricola brasileira (HOU
et al., 2020) devido aos solos tropicais serem naturalmente pobres em P, seja pelo material de
origem ou pela interagdo do mesmo com os coloides do solo (PEREIRA et al., 2021).

O P do solo € dividido em duas fragdes, a fracdo inorganica e a organica que se divide
no P dos minerais primarios e o adsorvido aos coloides, correspondendo de 15 a 80% do P
disponivel. A fracdo organica sofre interferéncia direta dos microrganismos, pois estes sao os
responsaveis pela dindmica e disponibilidade dessa fracdo no solo, P esse que vem da matéria
organica vegetal, animal e também da biomassa microbiana (PEREIRA et al., 2021).

Segundo Gatiboni et al. (2007), a contribuicdo do P organico na solucdo do solo varia
de 6% em solos agricolas e 43% em solos de mata nativa. Os estudos voltados para a dindmica
do P no solo e suas fragdes sdo, em sua maioria, de regides imidas e tropicais umidas, onde nao
se pode comparar os resultados com as regides tropicais secas (SILVA et al., 2008).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato vém sendo testados e utilizados como
estratégia para reduzir a quantidade de fertilizantes fosfatados aplicados na agricultura,
melhorar o aproveitamento desse insumo e reduzir os custos de produ¢do, além de serem mais
ecoldgicos e causarem menos impactos no ecossistema (PAIVA et al., 2020).

A Embrapa estuda organismos solubilizadores de fosfato a mais de 20 anos, € em
diversas publicacdes, conclui que os biofertilizantes produzidos a partir de microrganismos
solubilizadores de fosfato sdo capazes de elevar a absorcdo de P pelas plantas sem a necessidade
de aumentar a dose de fertilizante aplicado ao sistema (OLIVEIRA FILHO et al., 2020).

Na busca por alternativas que reutilizem subprodutos vegetais da industria, o biochar ou
biocarvao surge como uma solu¢do para destinacdo de materiais que ndo tinham descarte
ecoldgico no ambiente. Os materiais usados na fabricacdo do biochar sao diversos, podendo ir
de madeira, parte sélida de polpas de frutas até cama de avidrio (PEREIRA et al., 2019).

Na literatura, foram relatados inimeros beneficios que o biochar proporciona ao solo,
seja usado individualmente ou em associagdo aos microrganismos, sendo caracterizado como
um biofertilizante (SANI et al., 2020), sequestrador de carbono (YANG et al., 2020), promotor
de melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas do solo, destacando a textura e o pH (SANI et
al., 2020). Além disso, o biochar promove o aumento na retengdo de dgua (GLAB et al., 2020),
o controle de patégenos (ARAUJO, 2022), desenvolvimento da comunidade microbiana
(AAMER et al., 2020) e também auxilia como veiculo de inoculagdo de microrganismos
(MEDEIROS et al., 2020).

Estudos associando bactérias solubilizadoras de fosfato e o biochar como veiculo de
inoculagao sdo recentes (FRANCA et al., 2022), o que faz dessa pesquisa uma importante aliada
na busca por solugdes praticas que possam reduzir custos de produgdo e reduzir o consumo de
fertilizantes minerais.

Diante do exposto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculacao

de bactérias solubilizadoras de P associadas a biochars como veiculo de inoculagdo em
sementes de milho, sobre as varidveis fitotécnicas e nas propriedades bioquimicas do solo.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Area de implantacio do experimento e coleta do solo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao localizada na drea experimental da
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco, situada no municipio de Garanhuns, PE
Brasil (08°53* 25” S e 36° 29’ 34" O, com altitude de 896 m). Nesta drea o clima predominante
¢ classificado conforme Koppen como Mesotérmico Tropical de Altitude (Cs’a), com
temperatura e precipitacdo média anual de 20 °C e 1.300 mm, respectivamente.

O solo foi coletado em uma érea de floresta nativa de Caatinga no municipio de Sao
Jodo, localizado na mesorregidao do Agreste Meridional do Estado de Pernambuco (8° 52° 30’
S e 36° 22’ 00’ O, com altitude de 705 m) (Figura 2) com relevo plano. O clima da drea é
classificado como Mesotérmico tropical de Altitude (Cs’a), com temperatura média de 23 °C e
precipitacao de 1.150 mm. O solo da édrea foi classificado como Neossolo Regolitico Eutréfico
tipico (SANTOS et al., 2018).
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Figura 2. Mapa de localiza¢do da mesorregido do Agreste de Pernambuco e do municipio de
Sao Joao-PE, Brasil. Imagem de Carlos Fragoso.

A coleta do solo para preenchimento dos vasos foi realizada em uma &drea nio
antropizada de 0-20 cm de profundidade. A caracterizagao foi feita pelo LASP (laboratério de
andlise de solo e planta, Petrolina, PE) segundo metodologia de Teixeira et al. (2017), cujos
resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos quimicos do solo coletado na profundidade de 0-20 cm no municipio de
Sédo Joao-PE.

pH P Ca* Mg** K* Na* AP H+Al SB V%
H0O mgdm? cmol. dm
49 47 0,85 0,25 0,39 0,63 0,15 2,08 2,13 51
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4.4.2 Obtencao das cepas bacterianas

Vinte isolados bacterianos foram avaliados quanto a solubilizagdo de fosfato. Os
isolados pertencem a colecdo de culturas microbianas do Laboratério de Genética e
Biotecnologia Microbiana (LGBM) da UFAPE e foram coletados da rizosfera, de folha e raiz
de plantas de cana-de-agticar da variedade RB92579, cultivada na usina Petribt Ltda, situada
no municipio de Lagoa de Itaengd, PE (LIRA-CADETE, et al., 2012).

Posteriormente, as bactérias foram testadas em meios soélidos contendo fosfato
bicalcico, meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999). Sete isolados foram selecionados de acordo com
o Indice de Solubilizacdo (NAUTIYAL, 1999) e testados nos meios de crescimento, agora
liquidos, avaliando-se o pH do meio e o P solivel na solucdo (TEIXEIRA et al., 2017). Os
isolados UAGC17 (B1) e UAGCI19 (B2) foram os que mais solubilizaram fosfato in vitro tanto
em meio solido quanto liquido (SOUSA et al., 2016), e por isso, foram selecionados para testes
desse estudo.

4.4.3 Classificacao taxonomica baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

A identificacdo das bactérias foi feita por meio da andlise filogenética a partir de
coldnias puras. Para tanto, o DNA foi extraido dos isolados usando o kit comercial PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, USA) seguindo as instru¢des do fabricante. A regidao
parcial do gene 16S rRNA foi amplificada por PCR usando primers universais 27F (5'-
GAGTTTGATCATGGCTCAG-3') e 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Para fins
de purificagao do produto de PCR foi utilizado FirePol Master Mix (12.5 mM MgCl12) (Solis
Biodyne, Tartu, Estonia) com as concentra¢des recomendadas pelo fabricante. Os produtos
resultantes da reacdo de PCR foram entdo purificados com o Kit Illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification (Cytiva, UK). As sequéncias amplificadas foram sequenciadas usando
um sequenciador automatico ABI 3500xL do tipo Sanger (Applied Biosystems 3500 xLL Genetic
Analyzer). As sequéncias foram comparadas com o banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e analisadas pelo BLASTn (Basic Alignment Search Tool) para
identificar os isolados bacterianos a nivel de espécie.

Os isolados foram classificados a nivel de espécie com candidatos que apresentaram
mais de 99% de percentual de identidade. Em seguida, as sequéncias foram analisadas usando
0o Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Mega) version 11 (TAMURA et al., 2021),
seguindo com as etapas de triagem das extremidades, alinhamento e constru¢do das arvores
filogenéticas para andlise das relagdes evolutivas, baseada no algoritmo UPGMA.

4.4.4 Preparo dos inoculantes

Os isolados foram reativados em meio NBRIP sélido e as placas incubadas a 28 °C por
7 dias até o crescimento das coldnias. Apds esse periodo, foi realizada uma suspensao onde 3
mL do isolado foi adicionado a 300 mL de caldo e levados BOD a 28 °C por 24 h sob agitacio
de 150 rpm onde verificou-se o crescimento pela turbidez do meio. A determinacdo da
densidade 6tica (DO) foi medida em espectrofotometro no comprimento de onda de 560nm e
corrigida para 0,6 ou 10 ufc (BATISTA et al., 2018).

27



Figura 3. Crescimento dos isolados UAGC17 e UAGC19 em meio NBRIP e verificacdo da
solubilizacdo. Foto: Rafaela Franca.

Ap06s esse periodo, foram incubadas em meio batata dextrose (BD) liquido onde, 0,3
mL do isolado foi adicionado a 30 mL de caldo, incubadas em BOD a 28 °C por 24 h sob
agitacdo de 150 rpm e verificou-se o crescimento pela turbidez do meio. (Figura 4).

Figura 4. Isolados crescidos em meio BD (meio turvo) e meio sem isolados (meio translicido).
Foto: Rafaela F. da Franca.

As sementes de milho da variedade Batité foram adquiridas diretamente com produtores
da regido.

Ap6s uma selecao visual com a finalidade de padronizagdo no tamanho do grao, as
sementes a serem inoculadas, foram imersas no meio batata dextrose contendo os isolados € os
controles imersos no meio estéril. Em seguida, ainda umidas, foram passadas para outro
recipiente contendo os respectivos biochars autoclavados, ndo necessitando de nenhum aditivo
para aderéncia do biochar a semente. Os tratamentos controle dos isolados ndo receberam a
camada de biochar.

Para os demais tratamentos controle, as sementes foram imersas somente no meio estéril
e envolvidas ou ndo nas fontes de biochar, sendo semeadas logo em seguida.

4.4.5 Producio e caracterizacio dos biochars

Os biochars foram produzidos por meio de pirdlise lenta, num pequeno forno térmico
caseiro que atinge temperaturas de até 450 °C (Figura 5), o qual foi baseado num modelo
amplamente utilizado pelos agricultores tailandeses (PRAKONGKEP et al., 2015).
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Figura 5. Forno caseiro utilizado para produciao dos biochars do Laboratério de Estudos em
Microbiologia e Biotecnologia (LEMA) da UFAPE. Foto: Rafaela F. da Franga.

Foram utilizados dois diferentes tipos de biomassa: palha de arroz (PA) e residuo de uva
branca (UB) proveniente da producao de vinho (Muscat petit grain) (Figura 6) e a escolha desses
residuos se deu pela disponibilidade na regido.
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Figura 6. Residuo de palha de arroz (A), biochar de palha de arroz (B), residuo de uva branca
(C) e biochar de uva branca (D). Foto: Rafaela F. da Franca.

Ap6s a retirada do forno, o material foi moido, passado em peneira de 2 mm e
acondicionado em sacos plésticos e local apropriado. As andlises de CHN foram realizadas pelo
Laboratério de Estudos das Relagdes Solo-Planta (LSP) da UFRRIJ pelo CHN-O Elementar, e
os demais elementos foram avaliados por Fluorescéncia de Raio-X no Laboratério de Quimica
Agricola da UFAPE (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizag@o dos biochars de palha de arroz (PA) e uva branca (UB).

Biochar pH P Ca Mg K Na C N bi(i‘le::g}ﬁllgltl::ial
HZO %
PA 9,48 1,21 854 042 599 0 30,79 0,83 34
UB 11,26 1,58 759 039 3793 0 57,36 1,7 83

4.4.6 Delineamento e unidade experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticoes, totalizando 48 vasos. Os 12 tratamentos consistiram em um arranjo fatorial 3x4,
combinando trés fontes de biochar: sem biochar, biochar de palha de arroz (PA) e biochar de
uva branca (UB), e quatro cepas bacterianas: UAGC17 (B1), UAGC19 (B2), a mistura entre as
duas bactérias (B3) na mesma concentragao e controle sem inoculacgao (C).

Os vasos foram preenchidos com 16 kg do solo coletado previamente, pesados para
homogeneizacdo, adubados com ureia, super simples e cloreto de potdssio, em proporcoes
correspondentes a 30-20-20 kg ha™! seguindo o Manual de Adubacio e Calagem do Estado de
Pernambuco (IPA, 2008) para cultivo de milho sequeiro. O adubo foi aplicado aos vasos e
manualmente homogeneizado com os primeiros 10 cm de solo. Posteriormente, foram
semeadas 4 sementes previamente inoculadas por vaso e 10 dias apds a germinagao foi realizado
o desbaste (Figura 7), restando apenas 1 planta por vaso.

Figura 7. Plantas de milho com 25 di pés a germinacdo. Foto: Rafaela Franca.

Os tratos culturais consistiram na retirada manual das plantas daninhas e irriga¢do; nao
foi necessario aplicagdo de nenhum produto quimico para o controle de pragas e doencas.

Aos 45 dias foi coletada a planta e solo para as avaliagdes fitotécnicas, bioquimicas e
quimicas do solo, e também foi observado, que o biochar se encontrava aderido a casca da
semente de milho, demonstrando sua viabilidade como carreador de inéculo (Figura 8).
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Figura 8. Casca da semente de milho inoculada com isolado bacteriano associado a biochar.
Foto: Rafaela Franca.

4.4.7 Variaveis da planta
O diametro do colmo foi avaliado através do uso de um paquimetro digital e a altura da

planta foi considerada a distincia do nivel do solo ao ponto de inser¢do da lamina foliar mais
alta com o uso de uma fita métrica (Figura 9).

Figura 9. Plantas de milho com 45 dias apés a germinagdo do tratamento B2, PA(A) e
tratamento controle (B). Foto: Rafaela F. da Francga.

Para o peso fresco, apds a coleta cuidadosa da planta, a raiz foi separada da parte aérea
com o auxilio de uma tesoura, lavada para retirada do solo e ambas foram pesadas em balanca
de precisdo. O peso seco foi determinado por pesagem apds secagem em estufa de circulagdo
forcada a 65 °C, até atingir peso constante.
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4.4.8 Variaveis do solo

Juntamente com a coleta das plantas, também foi realizada a coleta do solo do vaso na
profundidade de 0-20 cm. Uma parte da amostra de solo foi imediatamente acondicionada em
sacos plasticos e guardada em cooler contendo gelo, a fim de refrigerd-los a uma temperatura
de 4 °C, para a realizacao das andlises bioquimicas.

A outra parte da amostra de solo foi seca, destorroada, passada em peneira de 2 mm e
procedeu-se as andlises do solo: pH (em dgua 1:2,5), K e P extraivel, seguindo a metodologia
descrita por Texeira et al. (2017), com K quantificado por fotometria de chama, e P por
colorimetria (BRAGA; DEFELIPO, 1974).

As enzimas fosfatase dcida, alcalina e B-glucosidase foram determinadas conforme
metodologias propostas por Eivazi; Tabatabai (1977; 1988), e a respiracao basal do solo (RBS)
de acordo a metodologia de Da Silva et al. (2007).

O fracionamento do P do solo se deu através da metodologia proposta por Bowman e
Cole (1978) e a digestdao pelo método 365.3 da USEPA (1978). O P total labil (Ptl) e o P
inorganico labil (Pil) foram determinados por colorimetria (BRAGA; DEFELIPO, 1974) e a
quantificacdo do P organico 14bil (Pol) obtida da diferenca entre Ptl e Pil.

O P microbiano foi obtido conforme metodologia de Broockes et al. (1982) e
Mclaughlin et al. (1986) com modificagdo na relacdo solo:solucdo descrita por Guerra et al.
(1995). Para a realizacdo da andlise, pesou-se em duplicata 10 g de solo, as quais foram
submetidas a irradiacio em micro-ondas por um tempo previamente calculado. Em seguida
adicionou-se 100 mL de NaHCO3 0,5 mol L' com pH corrigido para 8,5, agitadas por 30 min
e em repouso por mais 30 min e depois procedeu-se a filtragem do extrato e digestdo conforme
o método 365.3 da USEPA (1978).

O célculo de P foi obtido a partir das diferengas nas quantidades dos extratos irradiados
e ndo irradiados, apds as correcdes do teor de 4gua das amostras, sendo o solo previamente seco
em estufa a 105 °C.

4.4.9 Analises estatisticas

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc LSD (Least Significant Difference)
de Fisher foram realizados através da biblioteca R 'agricolae' (v. 1.3.5) adotando o nivel de
significancia de 5%. A correc¢dao de Boferroni foi aplicada para controlar a taxa de erro do tipo
I da familia de teste em funcdo das comparacdes multiplas entre tratamentos. Os graficos de
barras foram construidos utilizando as func¢des do pacote 'ggplot2' (v. 3.3.5).

As andlises estatisticas multivariadas foram feitas no software R versdo 4.1.1 (R Core
Team, 2021) com a ajuda da interface RStudio 2021.09.0-Build 351 (RStudio Team, 2021). A
andlise de componentes principais (PCA), célculos de correlagdes, e a andlise de variancia
multivariada (MANOVA) foram feitos com fun¢des do pacote 'vegan' (v. 2.5.7) e os graficos
da estatistica multivariada foram construidos pelo pacote ggplot2' (biplots) e 'graphics' (v.
4.1.1).

32



4.5 RESULTADOS
4.5.1 Analise de variiancia do modelo fatorial

A andlise de variancia demonstrou interagdes significativas entre os fatores inoculacao
com bactérias e aplicacdo de biochars ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05) para a varidvel
peso fresco de raiz (PFR) (Tabela 4). Nao foram observados efeitos significativos nas outras
varidveis vegetais.

Tabela 4. Médias gerais, desvio padrdo, coeficiente de variacdo do modelo estatistico e
significancia dos fatores, de acordo com andlise de variancia para varidveis de solo e planta.

O L. valores-p?
Variavel: Média DP CV% bactéria biochar  bac*bio
Dia. C (mm) 7.6 2.1 282 0457 0304 0.625
HT (cm) 105,5 14,4 12,9 0,321 0,824 0,084
PFR (g) 5,0 2,6 474 0226 0279 0,036
PFPA (g) 45,6 14,5 29,9 0,118 0,461 0,198
PSR (g) 1,5 1.1 668 0149 0557 0,103
PSPA (g) 5,7 1,7 28,6 0,119 0,336 0,337
pH 5,1 0,2 4,7 0,414 0,958 0,661
K (mg dm) 217,6 76,4 25,1 0,380 0,000 0,059
P (mg kg™) 230,6 10,1 4.4 0,430 0,851 0,332
PoL (mg kg™) 43,5 12,0 25,3 0,261 0,448 0,050
PoH (mg kg™) 65,5 23,1 299 0,087 0,016 0,064
PoOH (mg kg™!) 36,4 23,3 53,6 0,748 0,279 0,002
Pmic (mg kg™) 40,7 84,9 193,9 0,196 0,069 0,294
RBS (mg C-CO; kg™ solo h'") 3,4 1,2 23,0 0,000 0,000 0,000
Beta (ug PNG g-1 solo h'') 212,6 1179 34,9 0,000 0,012 0,000
Aci.P (ug PNP g'! solo h'!) 79,7 41,5 43.5 0,658 0,000 0,317
Alc.P (ug PNP g'! solo h'!) 75,4 53,1 52,4 0,000 0,044 0,079

® de acordo com o teste F, valores de p < 0.05 foram destacados em negrito. Dia. C € o didmetro do colmo da
planta de milho; HT € a altura total da planta; PFR € o peso fresco de raiz; PFPA € o peso fresco da parte aérea;
PSR € o peso seco de raiz; PSPA € o peso seco da parte aérea; PoL € o fésforo organico labil; PoH é o fésforo
organico total soldvel em meio dcido; PoOH ¢ fésforo organico total solivel em meio basico; Pmic é o fésforo
da biomassa microbiana; RBS € a respiracdo basal do solo; Beta € a enzima B-glucosidase do solo; aci.P € a
enzima fosfatase acida do solo; alc.P € a enzima fosfatase alcalina do solo.

Quanto as varidveis do solo, os fatores interagiram significativamente as concentragdes
das fracdes de P organico labil (PoL) e P organico total soluvel em meio basico (PoOH). Para
as variaveis microbioldgicas, a interacdo foi significativa para respiracdo basal do solo (RBS)
e B-glucosidase (Beta), além da fosfatase alcalina (alc.P) (Tabela 4).

4.5.2 Resposta da planta

As diferentes combinag¢des de indculos bacterianos e tipos de biochars influenciaram no
peso fresco de raiz das plantas de milho, variando em média entre 2,7 a 7,9 g (Figura 10). A
combinacdo B2 e PA apresentou a maior média (7,9 g), sendo semelhante ao tratamento
controle e diferindo do tratamento com UB, dentro do nivel de B2. Dentro do nivel de PA, o
tratamento com B2 e o controle apresentaram os maiores resultados se comparado ao tratamento
com B1 e B3.
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Figura 10. Peso fresco de raiz de plantas de milho tratadas com isolados bacterianos (fator 1)
e biochars (fator 2). As letras minusculas compararam médias entre diferentes biochars
para o mesmo nivel de indculo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras maidsculas
compararam as médias entre diferentes niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar
(barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. O
tratamento controle representa as auséncias de indculo ou de biochar para os fatores 1 e 2,
respectivamente. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+UACGI19, PA
— biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva branca e C — controle.

4.5.3 Efeitos nas propriedades quimicas do solo

Algumas propriedades quimicas do solo foram influenciadas pela associa¢do entre
in6culo bacteriano e tipo de biochar (Figura 11). O maior valor de PoL foi observado no
tratamento B1 associado a PA (61,8 mg kg'l), nao diferindo do tratamento com UB (38,8 mg
kg'!) nem do controle (39,0 mg kg'!), todos dentro do nivel de inoculante B1.

Dentro do nivel de biochar PA, as concentracdes de P orgéanico ldbil em solos com
plantas inoculadas com B1 também foi maior do que em todos os outros niveis de inoculantes:
33,4 mg kg! (PA com B3), 45,3 mg kg'! (PA com B2) 43,4 mg kg'! (PA controle).
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Figura 11. Concentracdes de fosforo organico 1dbil em solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras minusculas
compararam médias entre diferentes biochars para o0 mesmo nivel de indculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. O tratamento controle representa as auséncias
de in6culo ou de biochar para os fatores 1 e 2, respectivamente. Legenda: B1 - UAGC17,
B2 - UAGC19, B3 — UAGC17+UACG19, PA - biochar de palha de arroz, UB — biochar
de residuo de uva branca e C — controle.

O maior valor para P organico total solivel em meio bésico foi observado no tratamento
B1 com PA (59,3 mg kg'!), diferindo significativamente de UB (22,1 mg kg'!) e do C (28,2 mg
kg!) dentro do nivel de inéculo B1 (Figura 12). Dentro do nivel de biochar PA, as
concentracdes de PoOH no tratamento B1 (59,3 mg kg'!), B3 (52,8 mg kg™!) e controle (33,3
mg kg!) foram semelhantes, sendo maiores que no tratamento com a B2 (25,7 mg kg™!).
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Figura 12. Concentra¢des de fosforo organico total solivel em meio basico em solo cultivado
com plantas de milho tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As
letras mindsculas compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de
indculo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias
entre diferentes niveis de indculo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor),
de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. O tratamento controle
representa as auséncias de indculo ou de biochar para os fatores 1 e 2, respectivamente.
Legenda: B - UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+UACG19, PA — biochar de palha
de arroz, UB — biochar de residuo de uva branca e C — controle.

4.5.4 Atividades enzimaticas e respiracao basal do solo

Os resultados demonstraram que as diferentes combinagdes de indculos bacterianos e
tipos de biochar influenciaram algumas atividades dos microrganismos do solo. A respiragdo
basal do solo variou em média entre 6,3 mg C-CO; kg™ solo h! a 2,4 mg C-CO» kg™! solo h!
(Figura 13). O maior valor foi observado no tratamento B1 associado a PA (6,3 mg C-CO; kg~
'solo h!), diferindo significativamente de UB (2,7 mg C-CO: kg™! solo h'!) e do controle (3,5
mg C-CO: kg! solo h'!) dentro do nivel de inéculo B1. Dentro do nivel de PA, o valor de RBS
no tratamento B1 (6,3 mg C-COz kg! solo h'') também foi significativamente superior aos
tratamentos B3 (2,8 mg C-CO kg™! solo h'!), B2 (3,1 mg C-COz kg™! solo h'!) e C (4,0 mg C-
COz kg! solo h'h).
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Figura 13. Respiracao basal do solo (RBS) de solo cultivado com plantas de milho tratadas
com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mindsculas compararam
médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de in6culo bacteriano (barras de cores
diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo
para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao
nivel de 5% de significincia. O tratamento controle representa as auséncias de inéculo ou
de biochar para os fatores 1 e 2, respectivamente. Legenda: Bl - UAGC17, B2 - UAGCI19,
B3 - UAGC17+UACGI19, PA —biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e C — controle.

O maior valor para a enzima -glucosidase (Beta) também foi observado no tratamento
B1 com PA (510 ug PNG g! solo h'!), diferindo significativamente de UB (210 ug PNG g
solo h') e do controle (216 ug PNG g! solo h'') dentro do nivel de inéculo B1 (Figura 14).
Dentro do nivel de biochar PA, a atividade de Beta no tratamento B1 (510 ug PNG g! solo h-
1) também foi significativamente superior aos tratamentos B3 (176 ug PNG g! solo h'!), B2
(153 ug PNG g ! solo h'!') e controle (179 ug PNG g! solo h'!).
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Figura 14. Atividade da enzima B-glucosidase de solo cultivado com plantas de milho tratadas
com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mindsculas compararam
médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de in6culo bacteriano (barras de cores
diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo
para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao
nivel de 5% de significancia. O tratamento controle representa as auséncias de inéculo ou
de biochar para os fatores 1 e 2, respectivamente. Legenda: Bl - UAGC17, B2 - UAGCI19,
B3 - UAGC17+UACGI19, PA —biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e C — controle.

A fosfatase alcalina do solo também sofreu influéncia dos tratamentos com bactérias,
onde B1 foi superior aos demais tratamentos, apresentado a média de 126,9 ug PNP g! solo h-
1. B3 63,1 ug PNP g! solo h'!, B2 67,5 ug PNP g! solo h' e o C 44,0 ug PNP g! solo h’!
(Figura 15).
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Figura 15. Atividade da enzima fosfatase alcalina de solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos, independentemente do biochar (efeito simples). As
letras mindsculas compararam médias entre diferentes bactérias, considerando as médias
globais dos tratamentos com todos os niveis de biochars (ndo significativo), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. O tratamento controle representa as auséncias
de in6culo bacteriano (controle negativo). Legenda: Bl — UAGC17, B2 —- UAGC19, B3 —
UAGC17+UACG19, C — controle.
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4.5.5 Analise multivariada

Das 17 variaveis analisadas, 10 (a saber: PFPA, PSPA, HT, Dia.C, RBS, PoH, PFR,
Beta, alc.P, PSR) apresentam uma contribuicao acima da média esperada, quando consideradas
a PC1 e a PC2 simultaneamente (Figura 16B), sendo Dia.C, HT, PFPA, e PSPA as varidveis de
maior contribui¢do para a PC1 (Figura 16C), a qual responde por mais de 20% da variagdo total
dos dados (Figura 16A).
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Figura 16. Contr1bu1goes relativas das componentes principais e das varidveis sobre a variancia
total dos dados de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. (A) Percentual de explicacdo
da variancia de cada componente principal. (B) Contribuicdo relativa das varidveis para as
duas componentes principais. A linha tracejada vermelha no grafico acima indica a
contribuicdo média esperada. (C) Correlagdo das varidveis com o as cinco principais
componentes. O didmetro dos circulos é proporcional a correlagdo entre a varidvel e as
respectivas componentes principais (Dim) e a escala de cor indica o valor da correlacdo.
Dia. C € o didmetro do colmo da planta de milho; HT € a altura total da planta; PFR € o
peso fresco de raiz; PFPA € o peso fresco da parte aérea; PSR € o peso seco de raiz; PSPA
€ o peso seco da parte aérea; PoL € o fosforo organico 14bil; PoH € o fésforo orginico total
solivel em meio 4cido; POOH ¢ fosforo orgéanico total soluvel em meio basico; Pmic € o
fosforo da biomassa microbiana; RBS € a respiragdo basal do solo; Beta € a enzima B-
glucosidase do solo; aci.P € a enzima fosfatase 4cida do solo; alc.P é a enzima fosfatase
alcalina do solo.
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Os componentes principais, PC1 e PC2, explicam mais de 47% da variagao total dos
dados. A partir da Figura 17, € possivel observar uma forte correlagdo entre as varidveis
mensuradas referentes as fracdes de P, a respiragdo basal do solo (RBS) e a enzima Beta com o

tratamento B1 com PA.
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Figura 17. Biplot da anédlise de componentes principais das varidveis de milho cultivado em
casa de vegetagcdo. Os rotulos em vermelho sdo as varidveis mensuradas e os poligonos
coloridos representam todas as médias de todas as repeticdoes de cada tratamento. As duas
componentes principais explicaram cerca de 48% da variancia total estimada. Dia. C € o
diametro do colmo da planta de milho; HT € a altura total da planta; PFR € o peso fresco
de raiz; PFPA € o peso fresca da parte aérea; PSR € o peso seco de raiz; PSPA € o peso
seco da parte aérea; PoL € o fosforo organico 1abil; PoH € o fésforo organico total solivel
em meio acido; POOH € fésforo orgénico total soluvel em meio basico; Pmic é o fosforo
da biomassa microbiana; RBS € a respiracao basal do solo; Beta € a enzima glucosidase do
solo; aci.P é a enzima fosfatase acida do solo; alc.P é a enzima fosfatase alcalina do solo.
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4.6 DISCUSSAO

Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal podem colonizar tecidos internos das
plantas (Plant growth-promoting bacterial endophytes - PGE) ou se associar a rizosfera das
plantas (Plant growth-promoting rhizobacteria - PGPR) e atuarem no desenvolvimento das
plantas por meio de mecanismos diretos e indiretos.

Essas bactérias podem diretamente atuar na promog¢do de crescimento vegetal, na
disponibiliza¢do de nutrientes para as plantas (P, K, e Zn), quelando nutrientes (Fe) através da
producdo de sider6foros, fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de fitormdnios e
mecanismos indiretos, como: indug¢do de resisténcia sist€émica, antibiose € na produgdo de
sider6foros que “sequestram’ o Fe e o tornam indisponivel para bactérias patogénicas que nao
conseguem se estabelecer (SOUSA; ECHER, 2023; KHOSO et al., 2024).

Klebsiella sp. ¢ uma espécie de bactéria pertencente a familia das Enterobacteriaceae e
de ocorréncia ubiqua, podendo ser encontrada em amostras de solo (ABBOTT et al., 2011),
dgua, em vegetais e no trato gastrointestinal de diversos animais, inclusive dos humanos
(ANDRADE, 2020).

A Klebsiella sp. é uma bactéria promotora de crescimento vegetal multifuncional por
fixar biologicamente o nitrogénio através da preseng¢a de um complexo enzimatico denominado
nitrogenase, que tem a capacidade de realizar a quebra da tripla ligagdo do N> e converté-lo em
amonio, assim como por sintetizar fitormonios como o &cido indol-3-acético (AIA)
(RANGJAROEN et al., 2015). Alguns trabalhos tém descrito o potencial de estirpes de
Klebsiella sp. de serem halotolerantes e atuarem na promog¢ao de crescimento e na atenuacao
dos efeitos do estresse salino em cereais de importancia econdmica, como o trigo € o milho
(KUSALE et al., 2021) e arroz (KHUMAIRAH et al., 2022).

Nossos resultados revelam que existe uma interagao significativa entre BPCV e biochar.
Os maiores valores para PFR foram observados no tratamento B2 com PA, mostrando que a
interacao entre BPCV e o biochar € favoravel ao desenvolvimento radicular de plantas de milho,
possibilitando um aumento de 192% em relag@o ao controle.

A melhoria na biociclagem de nutrientes, promovidas pela adicao do biochar no solo,
pode promover maiores estimulos diretos e indiretos ao crescimento vegetal, dentre os
estimulos indiretos, é possivel citar um favorecimento da atividade microbioldgica do solo,
portanto, podendo favorecer a acdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal, assim,
favorecendo o desenvolvimento das plantas (NAJAR et al., 2015; PALANSOORIYA et al,,
2019).

Diante dos resultados observados neste estudo, é possivel aferir que a adi¢do de biochar
pode estar associada a um maior estimulo da atividade das BPCV presentes naturalmente nos
solos, visto que, a adicao do biochar sem a inoculagao de Klebsiella aerogenes promoveu maior
valor de massa fresca de raiz quando comparado ao tratamento sem a adicao do biochar.

A adicao de biochar estd associada a melhoria das propriedades fisico-quimica do solo
e estimula as atividades dos microrganismos do solo, levando a um melhor desenvolvimento
vegetal por fornecer maior quantidade de nutrientes ao solo, mas também por possibilitar
aumento na diversidade e na atividade microbiolégica do solo (PALANSOORIYA et al., 2019).

Bactérias rizosféricas apresentam capacidade variada de produzir fitohormonios, e.g.,
estirpes de Klebsiella sp. produzem AIA que atua no aumento do desenvolvimento radicular e
da parte aérea de plantas de trigo (KEJELA, 2024). Arruda (2012) afirma que a Klebsiella sp.
atua como promotora do crescimento radicular de gramineas de importancia econdmica, como
o milho e o arroz, de forma direta, através da producao de reguladores de crescimento, como a
auxina. A relagdo do AIA com a promocao do crescimento vegetal foi demonstrada por Costa
et al. (2013), onde ao avaliar isolados de nddulos de feijao, perceberam que a maioria dos
isolados sintetizavam AIA e que a presenc¢a desse hormonio estava relacionada com o aumento
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da matéria seca da parte aérea do feijado. No entanto sdo varios os fatores que interferem na
sintese desse fitohormonio, como fontes de nutrientes e pH (SINHA et al., 2019). Diversos
autores comprovaram que bactérias do género Klebsiella sp. liberam diversas substancias
reguladoras de crescimento vegetal, como exemplo as giberelinas, citocininas e auxinas
(TEIXEIRA et al., 2007).

Para Mardad et al. (2013), o ciclo do P € influenciado pela atividade das bactérias
solubilizadoras presentes no solo, as quais contribuem para o aumento da disponibilidade do P
na solugdo, tornando-o mais propenso a absor¢do pelas plantas. Diversos sdo os meios
utilizados pelas bactérias solubilizadoras de fosfato, podendo ser citadas: acidificacdo e
excrecao de acidos organicos (RASHID et al., 2004), quelagdio (PRABHU; BORKAR; GARG,
2019), extrusdo de prétons (GAHOONIA et al., 1992), producgao de sideréforos (SHARMA et
al., 2013), reacdo oxi-reducdo (CAMARGO et al., 1999), ligantes organicos (PAVINATO;
ROSOLEM, 2008) e produgao de substancias extracelulares (WELCH et al., 2002).

E importante salientar que o P orgénico 1abil (PoL) se encontra prontamente disponivel
na solucdo do solo para ser absorvido por plantas, assim como por microrganismos, podendo
variar de acordo com o tipo de matéria organica adicionada ao solo, da atividade microbiolégica
local, do tipo de vegetacdo, do grau de intemperismo do solo, da mineralogia, entre outros
fatores (BRASIL et al., 2014).

Nossos achados sugerem que a adicao de tipos de biochar e a inoculagdo com BPCV
influenciou no teor de PoL.. Apesar do teor de P total no solo em geral ndo ser elevado, uma
pequena parte encontra-se em equilibrio com o P presente na solucao, portanto, disponivel para
as plantas (BATISTA, 2020). A fra¢do de P disponivel para absor¢ao radicular na solug¢do do
solo pode ser denominada de “fragcdo 1abil”, a qual pode ser avaliada por meio de diversos
extratores em laboratorios, nas andlises de solo. Quando extraido em meio basico, pode ser
chamado de P organico total soliivel em meio basico (PoOH) (COSTA, 2011).

A maior presenca de PoOH verificada no tratamento B1 com PA mostra que a adi¢ao
de biochar de palha de arroz pode ter contribuido com a adicdo de P organico ao solo, o qual,
possivelmente, passou a ser solubilizado pela Klebsiella sp. inoculada.

As bactérias do género Klebsiella sp. sao descritas por Sitepu et al. (2007) como de alto
potencial solubilizador de fosfatos no solo. No entanto, como pode ser observado nessa
pesquisa, nem todas as estirpes apresentam a mesma eficiéncia na solubilizacdo. Batista et al.
(2018), avaliando trinta isolados de rizobactérias e endofiticos da Colecao de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo, observaram que a Klebsiella sp.
foi o microrganismo mais eficiente quanto a solubiliza¢do do fosfato em meio liquido. Oliveira
(2009) afirmou que apesar de a Klebsiella sp. ser caracterizada por apresentar alto potencial de
solubilizacdo de fosfato, cada estirpe apresenta caracteristicas genotipicas que interferem na
capacidade de solubilizacio de fosfatos no solo.

A inoculagdo assim como a adi¢c@o de biochar, influenciaram as atividades de fosfatases
alcalinas, o que pode ter influenciado na maior presenca de POOH.

Os teores de P soluveis em meio basico encontram-se associadas aos acidos humicos,
apresentando como principal caracteristica a baixa mineralizacdo no solo, visto que os dcidos
himicos sdo mais estaveis que os fulvicos.

Bezerra et al. (2015) afirmam que quanto maior o teor de POOH encontrado, maior a
probabilidade de maiores teores de carbono na fracdo de dcidos himicos. Portanto, pode-se
inferir que a matéria organica proveniente da palha de arroz fornece uma matéria orginica mais
rica em acidos hiimicos, significando maior estabilidade da matéria organica adicionada ao solo.

Diferentemente da fracdo PoOOH, a PoH representa a fragao de Po moderadamente 1abil
e esta associada a substancias nao-humicas, assim como aos acidos fulvicos, sendo mais
acessivel aos microrganismos que o PoOH, o qual encontra-se mais associado aos acidos
himicos. Com isso, € possivel afirmar que o biochar de palha de arroz apresenta maior
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capacidade de associa¢do aos microrganismos presentes no solo, assim como aos adicionados,
possibilitando maior liberacdo de P para as plantas através da biociclagem de nutrientes do solo
(DUDA, 2000).

O biochar da palha de arroz associado a inoculagao da B1, promoveu maior atividade
da enzima B-glucosidase. Essa enzima ¢ indicadora de uma boa qualidade do solo, visto que
tem participagao nos tltimos processos de degradagao da celulose, sendo usada como indicativo
biologico da fertilidade do solo. Os produtos resultantes das agdes da P-glucosidase
desempenham diversas funcdes, incluindo fungdes bioquimicas, fisioldgicas e nutricionais,
dependendo do organismo sdo importantes fontes de energia para os microrganismos do solo
(MOL et al., 2023).

Um maior gqMiq indica melhor qualidade da matéria organica adicionada ao solo,
resultante de um maior acimulo de C no solo (ARAUJ 0, 2018). Portanto, apesar de os estudos
apresentarem divergéncias quanto aos valores de RBS, assim como sobre a atividade da enzima
B-glucosidase, pode-se afirmar que, ambos apresentam melhorias na qualidade microbiolégica
do solo, pois a presenca da B-glucosidase associada a um aumento na RBS indica que a atividade
microbioldgica tem sido responsavel pela maior emissdo de COz, ndo havendo associacdo a
estresse.

Os resultados obtidos com o uso do biochar de palha de arroz contrastaram com os
resultados apresentados por Aratjo (2018), onde o biochar de palha de arroz associado a B1,
possibilitou os maiores valores de RBS e da enzima -glucosidase, indicando que nas condigoes
aqui avaliadas, esse tratamento possibilitou um maior aporte energético para os
microrganismos, os quais aumentaram suas fung¢des decompositoras da matéria organica
advinda da adi¢do do biochar, resultando numa maior liberagdo de CO», observado através da
RBS.
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4.7 CONCLUSOES

Este estudo reporta o potencial de diferentes fontes de biochar como veiculo de
inoculagdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas. No geral, os resultados indicam
que o biochar de palha de arroz (PA), associado a B1 incrementou o desenvolvimento de plantas
de milho, e algumas propriedades do solo como o fosforo organico 1abil, fésforo organico
solivel em meio basico, respiracao basal do solo e a atividade das enzimas fosfatase alcalina e
a B-glucosidase.

Portanto, este estudo indica que biochar tem potencial para servir como veiculo de
inoculacdo das bactérias Klebsiella aerogenes por melhorar o desenvolvimento de plantas de
milho e melhorar as propriedades de solos arenosos.
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5. CAPITULO III

EFEITO DO REVESTIMENTO BIODEGRADAVEL A BASE DE
BIOCHAR E BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO EM
SEMENTES DE MILHO
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5.1 RESUMO

Diante da baixa efici€éncia da adubacgao fosfatada em solos tropicais, técnicas voltadas para um
uso mais eficaz do fésforo em sistemas de produgdo sustentdveis sdo necessarias. A aplicagdo
de biochar e o uso de microrganismos solubilizadores de fésforo t€ém o potencial de contribuir
de forma mais promissora para o crescimento e desenvolvimento das plantas quando aplicados
simultaneamente. O biochar tem sido utilizado como um carreador de indculo estdvel e
econOmico. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato associadas a biochars em sementes de milho, sobre as varidveis
fitotécnicas da planta, na producdo de milho verde e nas propriedades quimicas e bioquimicas
do solo. Um experimento de campo foi realizado no municipio de Jupi - PE, em um
delineamento de blocos casualizados com um fatorial duplo 3 x 4 e oito repeticdes. Os
tratamentos consistiram na combinag¢ao de trés fontes de biochar (controle sem biochar — C,
biochar de palha de arroz — PA e biochar de uva branca — UB) e quatro niveis de inoculagdes
bacterianas: aplicacdo de Klebsiella aerogenes UAGC17, Klebsiella aerogenes UAGC19, a
mistura entre as duas cepas nas mesmas concentragdes e o controle sem inoculagdo. As plantas
foram colhidas no estddio R3 ou Grao leitoso, onde apresentam uma rdpida acumulacdo de
matéria seca e a umidade do grao estd em torno de 80%. O nimero e massa de espigas verdes,
diametro do colmo, altura da planta e altura de inser¢@o da primeira espiga foram avaliados. Na
mesma data, foi coletado solo na cova de plantio, na profundidade de 0-20 cm, sendo analisado
quanto ao pH, K e P extraivel, atividade das enzimas fosfatases dcida, alcalina e $-glucosidase,
a respiracdo basal do solo e fracdes de P do solo. O tratamento UAGC17+UAGC19 associado
ao UB aumentou o didmetro do colmo e a altura da primeira espiga. Todas as plantas que
receberam inocula¢do apresentaram altura total superior as plantas sem inoculacdo. O
tratamento UAGC17 com PA aumentou as fra¢des 1abil, moderadamente 14bil e ndo 14bil de P
do solo, além de aumentar a atividade das fosfatases dcida e alcalina e a respiracao basal do
solo. Nao foram observados efeitos em relagdo as varidveis de producdo de milho verde
(nimero de espigas comerciais, nimero total de espigas e peso de espiga).

Palavras-chave: Bioinoculante. Milho verde. Agricultura sustentivel. Microorganismos
sulubilizadores de fosfatos. Klebsiella aerogenes.
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5.2 ABSTRACT

Faced with the low efficiency of phosphate fertilization in tropical soils, techniques aimed to a
more effective use of phosphorus in sustainable production systems are required. The
application of biochar and the use of P-solubilizing microorganisms have the potential to
contribute more promisingly to plant growth and development when applied simultaneously.
Biochar has been used as a stable and economical inoculum carrier. This work aimed to evaluate
the effect of the application of P solubilizing bacteria associated with biochars in corn seeds,
on the phytotechnical variables of the plant, on the green corn production and on the chemical
and biochemical properties of the soil. A field experiment was carried out in the municipality
of Jupi - PE, in a randomized block design with a 3 x 4 double factorial and eight replications.
The treatments consisted of a combination of three sources of biochar (control without biochar
— C, rice straw biochar — PA and white grape biochar — UB) and four levels of bacterial
inoculations: application of Klebsiella aerogenes UAGC17, Klebsiella aerogenes UAGC19,
the mixture between the two bacteria at the same concentrations and the control without
inoculation. The plants were harvested at the R3 stage, or Milk Stage, where they exhibit rapid
dry matter accumulation, and the moisture content of the kernels is around 80%. The number
and mass of green ears, stem diameter, plant height and insertion height of the first ear were
evaluated. On the same date, soil was collected in the planting hole, at a depth of 0-20 cm, being
analyzed for pH, K and extractable P, acid, alkaline and B-glucosidase phosphatase enzymes,
soil basal respiration and soil fractions of P. The treatment UAGC17+UAGC19 associated with
UB increased the stem diameter and height of the first ear. All plants that received inoculation
had higher total height than plants without inoculation. Treatment UAGC17+PA increased
labile, moderately labile and non-labile fractions of soil P, in addition to increasing acid and
alkaline phosphatase activity and soil basal respiration. No effects were observed regarding
corn yield variables (number of commercial ears, total number of ears and ear weight).

Keywords: Bioinoculant. Green corn. Agricultural sustainability. Phosphate solubilizing
microorganisms. Klebsiella aerogenes.
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5.3 INTRODUCAO

Cerca de 30-40% dos solos ardveis no mundo sdo pobres em fésforo (P), considerado
um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento das plantas (PEREIRA et al., 2021). Os
fertilizantes minerais t€ém sido amplamente aplicados no solo para assegurar os altos
rendimentos das culturas (BINDRABAN et al., 2020). No caso dos fertilizantes fosfatados,
grande parte € prontamente imobilizada devido a forte adsor¢@o nos coloides do solo, deixando
de ser absorvido pelas plantas (KOCHIAN, 2012).

Os solos do Brasil vém acumulando uma reserva de P que podera chegar a 105 milhdes
de toneladas em 2050 (WITHERS et al., 2018). O desenvolvimento de novas estratégias para
aumentar a efici€ncia do uso desse estoque de P é de grande relevancia para os sistemas de
producdo agricola. A reducdo da dependéncia do P, oriundo do mercado externo, fez surgir a
demanda por alternativas mais sustentdveis para o agronegdcio brasileiro, proporcionando
maior autonomia e sustentabilidade para a producao agricola (ANLAUF, 2023; WENDIMU et
al., 2023).

Uma alternativa promissora para acessar a fracdo de P menos 1dbil no solo sdo os
microrganismos solubilizadores de fosfato (CHAGAS JUNIOR et al., 2010). Esse grupo &
majoritariamente formado por bactérias e fungos que tornam o P insoldvel no solo disponivel
as plantas, demonstrando aplicacdes potenciais na agricultura, engenharia ambiental,
biorremediacao e biotecnologia (WANG et al., 2023).

Embora as projecdes apontem que as fontes de P secundario possam potencialmente
fornecer cerca de 20% da demanda de P no Brasil até 2050, o estoque de P recalcitrante no solo
seria muito maior (WITHERS et al., 2018). Esse fato refor¢cou a importancia de estudos sobre
PSMs capazes de acessar essa fonte no solo, o que redesenharia os sistemas agricolas no Brasil
do ambito da sustentabilidade e lucratividade. As bactérias solubilizadoras de fosfato também
sao regularmente identificadas como bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) e
vém sendo utilizadas como inoculantes biolégicos para melhorar a assimilacdo de P e a
produtividade das plantas (WEI et al., 2018; DAMO et al., 2022). No entanto, a baixa taxa de
sobrevivéncia da bactéria, ap6s ser introduzida no solo, limita a sustentabilidade da inoculacao
(BACKER et al., 2018).

O biochar obtido através da pirdlise de multiplas matérias-primas é frequentemente
utilizado como um carreador de inéculo estavel e econdmico (YRJALA; LOPEZ-ECHARTEA,
2021). Comumente, o biochar exibe efeitos benéficos no que tange a diversidade, abundancia e
aperfeicoamento funcional da comunidade microbiana inoculada (KOCHANEK et al., 2022).
Biochars com porosidades internas fornecem habitats protetores capazes de prolongar a
sobrevivéncia das BPCV, e seu poder de adsor¢do de nutrientes pode apoiar o crescimento
microbiano (THUNSHIRN et al., 2021).

A adi¢do de biochar agrega beneficios a regulacio da comunidade de bactérias
solubilizadoras de fosfato (WEI et al., 2018). No entanto, dependendo da matéria-prima
utilizada na pirdlise, a capacidade mantenedora de BPCV pode ser influenciada pelas diferentes
propriedades fisico-quimicas do biochar (PATHY; RAY; PARAMASIVAN, 2020), afetando a
capacidade de sobrevivéncia de isolados de BPCV (KHAN et al., 2014). Além disso, trabalhos
demonstraram que o biochar aumenta o crescimento e a produ¢do de biomassa do milho, além
de diminuir o acimulo de metais toxicos (REHMAN et al., 2016). No entanto, ainda existem
lacunas a respeito das interagdes fisico-quimicas e microbioldgicas do biochar envolvidas na
produtividade das culturas (SINGH et al., 2022).

Este estudo teve por objetivo de avaliar o efeito da associacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato com biochars em sementes de milho, em condi¢des de campo. Para
tanto, as varidveis fitotécnicas da cultura, a produtividade de milho verde e as propriedades
quimicas e enziméticas do solo foram analisadas.
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5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Area de implantacido do experimento e caracterizacao do solo
O experimento de campo foi conduzido no Sitio Rio da Chata, localizado no municipio
de Jupi — PE (8°41°37” S e 36°24°37" W, com altitude de 782 m) (Figura 18). Nesta drea o clima

predominante € classificado conforme K&ppen como Mesotérmico Tropical de Altitude (Cs’a).
O solo da érea foi classificado como Neossolo Regolitico Distréfico (SANTOS et al., 2018).
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Figura 18. Mapa da localizacdo da mesorregiao do Agreste de Pernambuco e do municipio de
Jupi-PE, Brasil.

Os dados meteoroldgicos do periodo de realizagdo do experimento foram obtidos no
banco de dados do INMET, extraidos da estacdo meteorolégica automadtica situada no
municipio de Garanhuns-PE, a 24 km da drea do experimento (Figura 19).
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Figura 19. Valores de precipitacdo pluviométrica acumulada e temperatura média do ar
referente aos meses de realiza¢do do experimento, de abril a agosto de 2021.

A caracterizacdo do solo da drea experimental foi feita pelo LASP (Laboratério de

Andlise de Solo e Planta, Petrolina, PE) segundo metodologia de Teixeira et al. (2017) e esta
apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5. Atributos quimicos de um Neossolo Regolitico Distréfico situado no municipio de
Jupi, PE.

pH P Ca* Mg* K* Nat AP H+Al SB V%
H,O mg dm-* cmol. dm
5,2 18 1,35 0,33 0,30 0,27 0,15 2,72 2,25 45

5.4.2 Delineamento e unidade experimental

A obtengdo das cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato, a ativa¢do das linhagens
bacterianas e a produgdo e caracterizacdo dos biochars, seguiram os mesmos procedimentos
empregados no experimento anterior em casa de vegetacdo, e foram descritas nos itens 4.4.2,
4.4.3 e 4.4.4 do capitulo anterior desta Tese.

O experimento foi realizado em campo utilizando o delineamento experimental de
blocos casualizados em arranjo fatorial 3x4 com 8 repeticdes, totalizando 96 parcelas. Dois
fatores foram analisados, o primeiro com trés niveis de biochar e o segundo com quatro niveis
de isolados. O primeiro fator consistiu nos tipos de biochar, sendo: controle sem biochar,
biochar de palha de arroz (PA), biochar de uva branca (UB). O segundo fator foi composto por:
controle sem inoculacdo, isolado UAGC17 (B1); isolado UAGC19 (B2); mistura dos dois
isolados em propor¢des equivalentes (B3).

Cada parcela foi constituida por quatorze linhas de 2,5 m de comprimento, espacadas
1,0 m entre si, totalizando uma drea de 35,0 m? (14,0 m x 2,5 m). As doze linhas centrais,
destacando-se uma planta em cada extremidade, foi considerada area ttil da parcela (19,2 m?).

5.4.3 Instalacao e conducao do experimento

O preparo do solo se deu por uma aragao do terreno e em seguida foi realizada a
demarcagio das parcelas e a adubacio equivalente a 30 kg ha! de N (como ureia), 20 kg ha!
de P>Os (como super simples) e 20 kg ha! de K20 (como cloreto de potdssio), seguindo o
Manual de Adubagao e Calagem do Estado de Pernambuco (IPA, 2008) para a cultura do milho
sequeiro. O adubo foi colocado na cova e em seguida cobriu-se com um pouco de solo para
posterior semeadura (Figura 20).

Figura 20. Montagm do experito de am um Neossolo Regolitico Distréfico
localizado no Sitio Rio da Chata no municipio de Jupi, PE. Foto: Rafaela F. da Franca.

A semeadura do milho foi realizada de forma manual com a variedade crioula Batité, no
espacamento de 1,0 m x 0,2 m (50 mil plantas ha!), com plantio efetuado no periodo chuvoso
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daregidao. Foram semeadas 2 sementes previamente inoculadas conforme descrito no item 4.4.3,
e 10 dias apds a germinacgao foi realizado o desbaste, restando 1 planta por cova. Os tratos
culturais consistiram em capina manual de plantas daninhas e catacdo manual da lagarta da
espiga do milho (Helicoverpa zea).

5.4.4 Variaveis agronomicas do milho verde

A colheita foi realizada no estadio fenolégico R3, que correspondeu a 110 dias apds a
germinacdo, quando os graos apresentaram teor de umidade entre 70 e 80%. O nimero e a
massa de espigas verdes de milho foram avaliadas em 8 plantas representativas de cada parcela
(Figura 21), em espigas comercializdveis empalhadas, sem evidéncias aparentes do ataque de
pragas e com comprimento superior a 19 cm (PAIVA et al., 2012). Também foi determinado o
peso fresco total da planta ainda no campo, com o uso de uma balanga com capacidade de 45
kg logo ap6s a lavagem da raiz com dgua corrente para retirada do solo.

O diametro do colmo, a altura da planta e a altura de inser¢cao da espiga foram avaliados
na colheita. O didmetro do colmo foi determinado no primeiro entre né da planta, a
aproximadamente 10 cm do nivel do solo, através de um paquimetro digital. A altura da planta
foi considerada como a distancia do nivel do solo ao ponto de inser¢do da lamina foliar mais
alta, determinada com uma fita métrica. A altura de insercao da espiga foi medida do nivel do
solo ao no6 de inser¢ao da primeira espiga.

Figura 21. Espigas de milho empalhada e sem palha de tamanho comercial e ndo comercial.
Foto: Rafaela F. da Franca.

5.4.5 Variaveis do solo

Juntamente com a coleta das plantas, também foi realizada a coleta do solo na cova de
plantio, na profundidade de 0-20 cm. Uma parte da amostra de solo foi imediatamente
acondicionada em sacos plésticos e guardada em cooler contendo gelo, a fim de refrigerd-los a
uma temperatura de 4 °C, para a realizacdo das andlises bioquimicas.

A outra parte da amostra do solo foi seca, destorroada, passada em peneira de 2 mm e
procedeu-se as andlises do solo: pH (em 4gua 1:2,5), K e P extraivel, seguindo a metodologia
descrita por Teixeira et al. (2017), com K quantificado por fotometria de chama e P por
colorimetria (BRAGA; DEFELIPO, 1974).
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As enzimas fosfatase dcida, alcalina e B-glucosidase foram determinadas conforme
metodologias propostas por Eivazi e Tabatabai (1977; 1988), e a respiracao basal do solo (RBS)
de acordo a metodologia de Da Silva et al. (2007).

O fracionamento do P do solo se deu através da metodologia proposta por Bowman e
Cole (1978) e a digestdao pelo método 365.3 da USEPA (1978). O P total labil (Ptl) e o P
inorganico l4bil (Pil) foram determinados por colorimetria (BRAGA; DEFELIPO, 1974) e a
quantificacao do P organico 14bil (Pol) obtida da diferenca entre Ptl e Pil.

O P microbiano foi obtido conforme metodologia de Broockes et al. (1982) e
Mclaughlin et al. (1986) com modifica¢do na relagdo solo:solucdo descrita por Guerra et al.
(1995). Para a realizacdo da andlise, pesou-se em duplicata 10 g de solo, as quais foram
submetidas a irradiagdo em microondas por um tempo previamente calculado. Em seguida
adicionou-se 100 mL de NaHCO3 0,5 mol L' com pH corrigido para 8,5, agitadas por 30 min
e em repouso por mais 30 min e depois procedeu-se a filtragem do extrato e digestdo conforme
o método 365.3 da USEPA (1978).

O cdlculo de P foi obtido a partir das diferengas nas quantidades dos extratos irradiados
e ndo irradiados, apds as correcdes do teor de 4gua das amostras, sendo o solo previamente seco
em estufa a 105 °C.

5.4.6 Analises estatisticas

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc LSD (Least Significant Difference)
de Fisher foram realizados através da biblioteca R 'agricolae' (v. 1.3.5) adotando o nivel de
significancia de 5% (p = 0.05). A correcdo de Boferroni foi aplicada para controlar a taxa de
erro do tipo I da familia de teste em funcdo das comparagdes multiplas entre tratamentos. Os
graficos de barras foram construidos utilizando as func¢des do pacote 'ggplot2' (v. 3.3.5). As
andlises estatisticas (multivariadas) foram feitas no software R versdo 4.1.1 (R Core Team,
2021) com a ajuda da interface RStudio 2021.09.0-Build 351 (RStudio Team, 2021). A andlise
de componentes principais (PCA), cdlculos de correlagdes, e a andlise de variancia multivariada
(MANOVA) foram feitos com funcdes do pacote 'vegan' (v. 2.5.7) e os gréficos da estatistica
multivariada foram construidos pelo pacote ggplot2' (biplots) e 'graphics' (v. 4.1.1).
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5.5 RESULTADOS
5.5.1 Analise de variancia do modelo fatorial

A andlise de variancia do modelo fatorial de inoculacdo com bactérias e aplicacdo de
biochars demonstrou interagdes significativas (p < 0.05) entre esses fatores para as varidveis
diametro do colmo e altura da primeira espiga (Tabela 6). A inoculacdo influenciou na altura
das plantas (efeito simples) e ndo foram observadas respostas significativas das outras varidveis
vegetais.

Tabela 6. Médias gerais, desvio padrdo, coeficiente de variacdo do modelo estatistico e
significancia dos fatores, de acordo com andlise de variancia para 17 varidveis de solo e

planta.
. ‘3 valores-p*
Variavel Média DP CV% bactéria biochar bac*bio
Dia. Colmo (mm) 24,7 4,3 16,4 0,228 0,158 0,045
Alt. Total (cm) 157,7 26,0 14,3 0,007 0,434 0,062
Alt. 1* esp. (cm) 74,4 15,9 18,9 0,317 0,243 0,021
N. Esp. Comerc. 1,0 0,4 38,1 0,219 0,403 0,559
N. Esp. Total 1,3 0,5 42,5 0,442 0,116 0,317
Peso / Esp. (g) 2922 80,2 27,7 0,185 0,893 0,537
P.F. / Planta (kg) 1,1 0,5 51,8 0,520 0,883 0,734
pH 5,7 0,2 3,4 0,826 0,476 0,174
K (mg dm) 55,1 12,8 22,0 0,448 0,170 0,240
P (mg kg™) 39,1 244 39,2 0,000 0,003 0,000
PoL (mg kg™) 36,6 13,9 28,8 0,000 0,130 0,000
PoH (mg kg™ 76,5 58,0 64,9 0,012 0,003 0,002
PoOH (mg kg™!) 57,1 25,9 38,4 0,042 0,027 0,000
Pmic (mg kg!) 14,2 13,3 85,1 0,354 0,116 0,002
RBS (mg C-CO; kg! solo h'!) 5,6 2,1 31,8 0,000 0,091 0,001
Beta (ug PNG g-1 solo h'!) 328.4 184,6 50,1 0,219 0,485 0,169
aci.P (ug PNP g'! solo h'') 110,7 104,2 64,7 0,000 0,000 0,000
alc.P (ug PNP g! solo h') 121,3 139,8 95,2 0,047 0,015 0,000

® de acordo com o teste F, valores-p < 0.05 foram destacados em negrito. Dia. Colmo é o didmetro do colmo da
planta de milho; Alt. total € a altura total da planta; Alt. 1* esp. € a altura da primeira espiga; N. Esp. Comerc. é
o nimero de espigas comerciais; N. Esp. Total é o niimero de espigas total; Peso/Esp. é o peso de espigas;
P.F./Planta € o peso fresco total da planta; PoL € o fésforo organico 1abil; PoH € o fésforo organico total solivel
em meio acido; PoOH ¢ fésforo orgénico total solivel em meio basico; Pmic é o fésforo da biomassa
microbiana; RBS € a respiraciio basal do solo; Beta é a enzima B-glucosidasedo solo; aci.P € a enzima fosfatase
acida do solo; alc.P € a enzima fosfatase alcalina do solo.

Quanto as varidveis do solo, os fatores interagiram significativamente para as o teor de
P disponivel (Mehlich), as concentra¢des das fragdes PoL, PoH, PoOOH e Pmic, além da taxa de
respiracdo basal do solo (RBS) e da atividade das fosfatases dcida e alcalina (Tabela 6).

5.5.2 Variaveis fitotécnicas da planta

As diferentes combinacdes de indculos bacterianos e tipos de biochar influenciaram no
diametro médio de colmos de plantas de milho, variando em média entre 20,8 e 27,2 mm. A
combinacdo de bactérias (B3) demonstrou os maiores valores para didmetro de colmo quando
utilizada juntamente com o UB ou sem biochar, respectivamente 26,9 e 27,2 mm, contrastando
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significativamente com a média de 20,8 mm observada para o PA (Figura 22). Esse ultimo
diametro foi semelhante ao observado em plantas tratadas com PA sem bactéria (21,6 mm),
ambos diferiram das médias observadas em plantas com B1 (25,7 mm) e B2 (26,6 mm) para o
mesmo biochar (PA). Outras diferencas significativas ndo foram detectadas para diametro de
colmo.
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Figura 22. Diametro médio de colmos de plantas de milho tratadas com isolados bacterianos
(fator 1) e biochars (fator 2). As letras mindsculas compararam médias entre diferentes
biochars para o mesmo nivel de indculo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras
maiusculas compararam as médias entre diferentes niveis de indculo para 0 mesmo nivel
de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de
significancia. O tratamento controle representa as auséncias de in6culo ou de biochar para
os fatores 1 e 2, respectivamente. Legenda: B1 — UAGC17, B2 — UAGCI19, B3 -
UAGCI17+ UAGCI19, PA - biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e controle — C.

Quanto a altura da 1* espiga, foram observadas plantas medindo em média 60,2 cm e
84,1 cm (Figura 23). A combinacio B3 e UB também se destacou, com plantas apresentando a
maior média. Ainda dentro dos niveis de UB, a combinagdo de in6culos (B3) proporcionou um
incremento significativo nesse parametro (20,9 cm) em comparagdo ao controle (63,2 cm). Por
outro lado, utilizando B3, a altura média da 1* espiga com UB foi semelhante ao controle (74,0
cm) e diferente das plantas com PA, que foi o outro extremo com plantas medindo apenas 60,2
cm.

No geral, todas as plantas inoculadas apresentaram alturas totais semelhantes, em média
162 cm, as quais cresceram significativamente mais do que as plantas ndo inoculadas, que
apresentaram altura de 144 cm (Figura 24).
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Figura 23. Altura média até a primeira espiga de plantas de milho tratadas com isolados
bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mindsculas compararam médias entre
diferentes biochars para o0 mesmo nivel de indculo bacteriano (barras de cores diferentes)
e as letras maitsculas compararam as médias entre diferentes niveis de indculo para o
mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao nivel de
5% de significancia. O tratamento controle representa as auséncias de indculo ou de biochar
para os fatores 1 e 2, respectivamente. Legenda: B1 — UAGC17, B2 — UAGCI19, B3 —
UAGCI17+ UAGCI19, PA - biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e controle — C.
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Figura 24. Altura média total das plantas de milho tratadas com isolados bacterianos,
independentemente do biochar (efeito simples). As letras mindsculas compararam médias
entre diferentes bactérias, considerando as médias globais dos tratamentos com todos os
niveis de biochars (ndo significativo), de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de
significancia. Legenda: B1 — UAGC17, B2 — UAGCI19, B3 — UAGC17+ UAGCI19 e

controle — Ctrl.
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5.5.3 Propriedades quimicas do solo

Algumas propriedades quimicas foram influenciadas pela associacdo entre indculo
bacteriano e tipo de biochar (Figura 25). O maior valor de P-Mehlich foi observado no
tratamento B1 associado a PA (93 mg kg'!), sendo semelhante ao de solo com plantas sem
biochar (51 mg kg™'), mas diferente da média observada em UB (28 mg kg™'), todos dentro do
nivel de inoculante B1. Dentro do nivel de biochar PA, as concentragcdes de P-Mehlich em solos
com plantas inoculadas com B1 foi significativamente maior do que em todos os outros niveis
de inoculantes: 36 mg kg™! (PAcom B3), 26 mg kg! (PAcom B2) e 25 mg kg! (controle PA).
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Figura 25. Concentragdes de P-Mehlich em solos cultivados com plantas de milho tratadas com

isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas compararam médias

entre diferentes biochars para o mesmo nivel de in6culo bacteriano (barras de cores

diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo

para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao

nivel de 5% de significancia. Legenda: Bl — UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+

UAGCI19, PA —biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva branca e controle
-C.

O maior valor para P microbiano foi observado no tratamento B1 com PA (33,8 mg kg’
1, diferindo significativamente de UB (9,6 mg kg™') e do controle (6,9 mg kg™!) dentro do nivel
de inéculo B1 (Figura 26). Dentro do nivel de biochar PA, as concentracdes de Pmic no
tratamento B1 (33,8 mg kg!) também foi significativamente maior do que nos tratamentos B3
(14,5 mg kg'"), B2 (13,0 mg kg!) e controle (8,5 mg kg ™).

Para a varidvel P organico 14bil, o tratamento B1 associado a PA (60,4 mg kg!) se
destacou dos demais, apresentando a maior concentracdo de PoL, diferindo significativamente
de UB (37,4 mg kg'!) e do controle (43,3 mg kg'!). Também apresentou o maior resultado se
comparado aos demais tratamentos de PA, sendo 31,0 mg kg™ para B3, 22,3 mg kg™ para B2 e
31,8 mg kg! para o controle (Figura 27).

O tratamento com B1 associado a PA (169,2 mg kg!) apresentou o maior resultado para
P organico total soliivel em meio 4cido, contrastando com a média de UB (90,9 mg kg'') e do
controle (42,6 mg kg‘l), dentro do nivel de in6culo para Bl. Dentro do nivel de PA, a
concentragio de PoH do tratamento B1 (169,2 mg kg™!) foi significativamente maior do que nos
tratamentos B3 (71,9 mg kg!), B2 (104,3 mg kg'!) e controle (62,5 mg kg!) (Figura 28).
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As concentragdes de P organico soltivel em meio alcalino variaram entre 95,8 mg kg™!
e 28,0 mg kg! (Figura 29). O tratamento Bl com PA também se destacou para PoOH,
apresentando a maior média, diferindo significativamente de UB (48,5 mg kg™') e do controle
(60,3 mg kg!). Dentro do nivel de PA, o tratamento Bl (95,8 mg kg!) também foi
significativamente superior a B3 (61,5 mg kg!), B2 (45,6 mg kg'!) e controle (51,2 mg kg™!).
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Figura 26. Concentragdes de P microbiano (Pmic) em solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas
compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de inéculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3
— UAGC17+ UAGC19, PA — biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e controle — C.
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Figura 27. Concentracdes de fosforo organico 1dbil em solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras minusculas
compararam médias entre diferentes biochars para o0 mesmo nivel de indculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
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o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3
— UAGC17+ UAGC19, PA — biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e controle — C.
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Figura 28. Concentragdes de fésforo organico total solivel em meio dcido (PoH) em solo
cultivado com plantas de milho tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator
2). As letras mindsculas compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel
de indculo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras maidsculas compararam as
médias entre diferentes niveis de indculo para o mesmo nivel de biochar (barras com a
mesma cor), de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 —
UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+ UAGC19, PA — biochar de palha de arroz, UB
— biochar de residuo de uva branca e controle — C.
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Figura 29. Concentracdes de fésforo organico total solivel em meio basico em solo cultivado
com plantas de milho tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As
letras mindsculas compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de
indculo bacteriano (barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias
entre diferentes niveis de indculo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor),
de acordo com o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2
— UAGCI19, B3 - UAGC17+ UAGC19, PA — biochar de palha de arroz, UB — biochar de
residuo de uva branca e controle — C.

58



5.5.4 Atividades enzimaticas e respiracao basal do solo

As diferentes combinagdes de indculos bacterianos e tipos de biochar influenciaram na
atividade de fosfatase 4dcida no solo, variando entre 352,1 e 64,5 ug PNP g'! solo h'! (Figura
30). O maior valor para a enzima fosfatase acida foi observado no tratamento B1 PA (352,1 pug
PNP ¢! solo h'!), sendo significativamente diferente do tratamento com UB (99,2 ug PNP g'!
solo h™') e do controle (64,5 pg PNP g solo h'!), todos dentro do nivel de inoculante B1. Dentro
do nivel de biochar PA, as concentragdes de aci.P em solos com plantas inoculadas com B1
foram significativamente maiores do que em todos os outros niveis de inoculantes: 70,5 ug PNP

g ! solo h! (PA com B3), 85,2 ug PNP g! solo h"! (PA com B2) e 111,8 ug PNP g'! solo h!
(PA com controle).
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Figura 30. Atividade da enzima fosfatase dcida do solo cultivado com plantas de milho tratadas
com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas compararam
médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de inéculo bacteriano (barras de cores
diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo
para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao
nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 — UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+

UAGC19, PA —biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva branca e controle
-C.

O maior valor para a enzima fosfatase alcalina também foi observado no tratamento B1
com PA (402,2 ug PNP g'! solo h'!), diferindo significativamente de UB (55,1 ug PNP g! solo
h'!) e do controle (80,1 ug PNP g'! solo h'!) dentro do nivel de in6culo B1 (Figura 31). Dentro
do nivel de biochar PA, as concentracdes de alc.P no tratamento B1 (402,2 ug PNP ¢! solo h-
1) também foi significativamente superior aos tratamentos B3 (102,1 ug PNP g! solo h'!), B2
(80,6 ug PNP ¢! solo h'') e controle (95,1 ug PNP g'! solo h')).

Para a varidvel respiracdo basal do solo, o maior valor foi observado no tratamento B1
associado a PA (9,3 mg C-CO» kg'! solo h'!), diferindo significativamente de UB (6,1 mg C-
COz Kg'! solo h'!) e do controle (5,2 mg C-COz kg! solo h'!) dentro do nivel de inéculo Bl
(Figura 32). Dentro do nivel de PA, a RBS no tratamento B1 (9,3 mg C-CO» kg! solo h'')
também foi significativamente superior aos tratamentos B3 (6,1 mg C-COz kg! solo h''), B2
(5,7 mg C-CO kg! solo h'!) e controle (3,6 mg C-CO2 kg™! solo h!).
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Figura 31. Atividade da enzima fosfatase alcalina do solo cultivado com plantas de milho
tratadas com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras mintsculas
compararam médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de inéculo bacteriano
(barras de cores diferentes) e as letras maitisculas compararam as médias entre diferentes
niveis de in6culo para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com
o teste LSD ao nivel de 5% de significancia. Legenda: B1 - UAGC17, B2 - UAGC19, B3
— UAGC17+ UAGC19, PA — biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva
branca e controle — C.
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Figura 32. Respiracao basal do solo (RBS) de solo cultivado com plantas de milho tratadas
com isolados bacterianos (fator 1) e biochars (fator 2). As letras minisculas compararam
médias entre diferentes biochars para o mesmo nivel de in6culo bacteriano (barras de cores
diferentes) e as letras maidsculas compararam as médias entre diferentes niveis de inéculo
para o mesmo nivel de biochar (barras com a mesma cor), de acordo com o teste LSD ao
nivel de 5% de significancia. Legenda: Bl — UAGC17, B2 - UAGC19, B3 - UAGC17+
UAGC19, PA - biochar de palha de arroz, UB — biochar de residuo de uva branca e controle
-C.
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5.5.5 Analise mulivariada

Das 19 variaveis analisadas, 10 (a saber: alc.P, HT, P, aci.P, P.mic, P.esp, Dia.C, PoL,
N.esp.C e PoH) apresentam uma contribui¢do acima da média esperada, quando consideradas
a PC1 e a PC2 simultaneamente (Figura 33B), sendo P, PoL, PoH, Pmis, aci.P e alc.P as
varidaveis de maior contribui¢do para a PC1 (Figura 35C), a qual respondeu por mais de 30% da
variacdo total dos dados (Figura 33A). A varidvel HT destaca-se na contribui¢do dos 21.2% da
variagdo total dos dados referente a PC2 (Figura 33 A e C).

As componentes principais, PC1 e PC2 explicam mais de 50% da variacdo total dos
dados. A partir da Figura 34, € possivel observar uma forte correlagdo entre as varidveis
mensuradas referentes ao P e a respiragdo basal do solo (RBS), as quais sdo inversamente
proporcionais a variacao do pH.

As varidveis HT, P.esp, NEC, Dia.C, PF.Plant, H.esp.1, Beta se correlacionam com a
maioria dos tratamentos empregados (poligonos coloridos). Tais varidveis, juntamente com as
mensuragdes do P e o pH, contribuem majoritariamente para a primeira componente principal
(PC1), respondendo por mais de 34% da variacdo dos dados. As mensuracdes de P, no entanto,
nao mostram correlacdo com os diferentes tratamentos empregados. K e N.esp.total destacam-
se como os vetores de maior contribui¢do da PC2 e respondem por cerca de 20% da variacao
dos dados.
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Figura 33. Contribui¢des relativas das componentes principais e das varidveis sobre a variancia
total dos dados de plantas cultivadas em campo. (A) Percentual de explicacdo da variancia
de cada componente principal. (B) Contribui¢do relativa das varidveis para as duas
componentes principais. A linha tracejada vermelha no grafico acima indica a contribui¢do
média esperada. (C) Correlacdo das varidveis com o as cinco principais componentes. O
diametro dos circulos € proporcional a correlacdo entre a varidvel e as respectivas
componentes principais (Dim) e a escala de cor indica o valor da correlagdo. Dia.C é
diametro do colmo da planta de milho; HT € altura total; H.Espg.1 € altura de insercdo da
primeira espiga; N.Esp.C € o nimero de espigas comerciais; N.esp.total é o nimero de
espigas total; P.esp € o peso de espigas; PF.Plant € o peso fresco total da planta; PoL € o
fosforo organico 14bil; PoH é o fésforo orgénico total solivel em meio dcido; POOH ¢é
fosforo organico total solivel em meio bdsico; Pmic é o fésforo da biomassa microbiana;
RBS € a respiracdo basal do solo; Beta € a enzima B-glucosidase do solo; aci.P € a enzima
fosfatase acida do solo; alc.P é a enzima fosfatase alcalina do solo.
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Figura 34. Biplot da anédlise de componentes principais das varidveis de milho cultivado em
campo. Os rétulos em vermelho sdo as varidveis mensuradas e os poligonos coloridos
representam as médias dos tratamentos para os dois blocos experimentais. As duas
componentes principais explicaram cerca de 54% da variancia total estimada. Dia.C é
diametro do colmo da planta de milho; HT € altura total; H.Espg.1 € altura de insercdo da
primeira espiga; NEC € o nimero de espigas comerciais; N.esp.total € o nimero de espigas
total; P.esp € o peso de espigas; PF.Plant € o peso fresco total da planta; PoL é o fésforo
organico 1abil; PoH € o fosforo organico total solivel em meio dcido; POOH é fésforo
organico total solivel em meio basico; Pmic € o fésforo da biomassa microbiana; RBS € a
respiracdo basal do solo; Beta € a enzima B-glucosidase do solo; aci.P é a enzima fosfatase
acida do solo; alc.P é a enzima fosfatase alcalina do solo.
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5.6 DISCUSSAO

O biochar tem ganhado atencdo devido a capacidade de atuar na corre¢do do solo e no
sequestro de carbono, tendo também demonstrado efeitos agrondmicos promissores (SOHI et
al., 2010; VERHEIJEN et al., 2010), com potencial de impactar de forma efetiva a gestdo de
agroecossistemas. A promocao de crescimento vegetal mediada pelo biochar também tem sido
correlacionada a biota edafica (ATKINSON et al., 2010; LEHMANN et al., 2011).

Neste trabalho, foi observado o aumento da taxa de respiragdo basal no solo (RBS) no
tratamento B1 com PA, quando comparado com UB e o controle (Figura 32). A RBS pode ser
definida como o somatdrio das reacdes metabdlicas nas quais o CO2 € produzido no solo. Os
microrganismos, como bactérias e fungos, sdo tidos como os principais responsaveis pela
emissdo de CO; através da degradacdo da matéria organica (DA SILVA et al., 2007). Logo,
esta taxa permite fazer inferéncia sobre a atividade microbiana frente a degradacao de substratos
organicos que contribuem para ciclagem de nutrientes, como o P no solo.

Regularmente, aceita-se que o C do biochar € indisponivel para os microrganismos do
solo (THEIS; RILLIG, 2009), entretanto, hd evidéncias que alguns componentes do biochar
podem ser facilmente biodegradaveis e, assim, promover um aumento temporario na atividade
microbiana, influenciando no aumento da taxa de RBS (STEINER et al., 2008b). Além disso,
compostos volateis encontrados no biochar podem servir como fonte de C para microrganismos
(STEINER et al., 2008a). Assim, é cabivel que a aplicacao de bactéria solubilizadora de P e o
biochar tenha afetado a atividade microbiana do solo - visualizado por maiores valores de RBS
- relacionada a maior liberacdo de P. De fato, maiores valores de P no solo foram obtidos com
aplicagcdo de PA com B1 (Figura 25).

Estudos verificaram que a adi¢do de biochar aumenta a biomassa microbiana, com
mudangas significativas na composicdo da comunidade microbiana e em atividades
enzimaticas, e € sugerido que tais mudancas podem ter efeitos nos ciclos de nutrientes
(LEHMANN et al., 2011) ou na estrutura do solo (RILLIG; MUMMEY, 2006) e assim, afetar
indiretamente o crescimento das plantas (WARNOCK et al., 2007, LEHMANN et al., 2011).
No entanto, o tratamento apenas com PA apresentou resultados significativamente menores de
RBS em relacdo ao controle. Na presenc¢a da inoculacdo, esse resultado foi o oposto, onde a
aplicacdo de B1 com PA para RBS foi superior as demais inoculagdes com o mesmo biochar,
e superior a inoculagdo com B1 sozinha (Figura 32). Nota-se, desta forma, a importancia das
combinagdes entre os tipos de biochar e os inoculantes para a atividade da microbiota do solo.

Os microrganismos consomem rapidamente o C de facil mineralizacdo, que € fonte de
energia para a producdo de enzimas que atuardo sobre a matéria organica do solo, e tal processo
gera maiores valores de respiragdo microbiana (ZHANG et al., 2017). Atrelado a maiores
valores de RBS no tratamento PA com B1, observou-se o aumento das concentracdes das
enzimas fosfatases dcidas e alcalinas (Figura 9 e 10). A fosfatase alcalina em sua maioria é de
origem microbiana, enquanto a dcida € sintetizada por plantas e microrganismos (NANNIPIERI
et al., 2011).

As bactérias utilizadas neste trabalho, cuja capacidade de solubilizar P foi verificada in
vitro anteriormente por Sousa et al. (2016), podem ter atuado diretamente na solubiliza¢do de
P, excretando fosfatases. Alguns trabalhos mostraram que o biochar tem efeito positivo nas
comunidades de bactérias solubilizadoras de fosfato e aumenta a abundancia de familias
bacterianas capazes de degradar compostos de C mais recalcitrantes (ANDERSON et al., 2011).
Nao € descartado que microrganismos com outras fungdes relevantes para o solo (por exemplo,
aqueles capazes de acessar fracdes ndo ldbeis de P) tenham sido enriquecidos na presenca de
B1 com PA, ja que houve aumento do teor P organico em meio basico neste tratamento (Figura
8). Esta fracdo corresponde a um material mais evoluido e polimerizado de dificil acesso aos
vegetais e a microbiota (GUERRA, 1993).
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As enzimas fosfatases sdo amplamente encontradas em ambientes naturais e atuam na
regulacdo de P pela hidrélise de ligagdes éster-fosfato em P organico, liberando fosfato a planta
(BURNS; DICK, 2002). O aumento da concentracdo destas enzimas pode ter favorecido a
reducdo da fracdo de P ndo disponivel e incrementado a fragdo de P orgéanico 14bil (PoL; Figura
6) e moderadamente ldbil. A fracdo de P orgdnico em meio dcido (PoH) € tida como
moderadamente 1abil (BOWMAN; COLE, 1978).

A obtencdo de Po pela biomassa dos microrganismos do solo pode ocorrer pela
degradacdo da matéria orginica ou pela mineraliza¢do do fosfato organico (MCGILL; COLE,
1981). Po destaca-se por ser uma relevante reserva de P 14bil para os vegetais, uma vez que
pode fornecer gradualmente este nutriente para plantas (GALVANI et al., 2004). Em
determinadas condi¢des, a biomassa microbiana do P pode corresponder em até 40% do Po do
solo (TURNER et al., 2003). O P alocado na biomassa microbiana faz parte dos componentes
celulares da microbiota, e a liberagdo de P ao solo ocorre apds a morte destes microrganismos
(MARTINAZZO et al., 2007). Tendo em vista os dados obtidos neste trabalho (P, Pmic e PoL),
€ possivel que a aplicacdo de PA com B1 possa ter estimulado a biomassa microbiana
ocasionando a imobiliza¢@o de P por tais microrganismos, 0 que por sua vez, estaria atrelado a
disponibilizacdo deste nutriente apds a ruptura das células microbianas para o solo e, por
conseguinte, a planta.

Outra possibilidade é que o biochar possa ter favorecido a colonizag¢do das bactérias
inoculadas na planta e no solo, fornecendo prote¢ado fisica a estes microrganismos e, de certa
forma, fornecendo um ganho competitivo em relacdo aos microrganismos adaptados do solo
frente aos sitios de infec¢do da planta. Outrossim, a acdo do inoculante junto ao biochar pode
ter favorecido o enriquecimento de grupos microbianos relacionados a mineralizacdo de P e
degradacao da matéria organica.

Ja foi sugerido que o tamanho dos poros do biochar afeta a sobrevivéncia microbiana,
uma vez que poros maiores forneceriam um habitat para o desenvolvimento de microrganismos
e teria efeitos positivos na capacidade de reter nutrientes ligando cations e anions a superficie
(LTANG et al., 2006). Um estudo utilizando 32 biochars mostrou que a sobrevivéncia de
Rhizobium tropici tinha uma dependéncia em relacio ao tamanho dos poros do biochar
(VANEK et al., 2016).

Os microrganismos podem favorecer a aquisicdao de P do solo para as plantas, através
de inimeros mecanismos, como: aumento do crescimento radicular, alteragao do equilibrio de
sor¢do que pode resultar em maior transferéncia de ions ortofosfato para a solucao do solo, e
através da inducdo de processos metabolicos eficazes na solubiliza¢do e mineralizacdo direta
do P no solo (RICHARDSON; SIMPSON, 2011). De fato, as préprias plantas exibem uma
ampla gama de alteragdes morfologicas e fisiologicas das raizes em resposta a deficiéncia de P
(RICHARDSON et al., 2009). No entanto, os microrganismos sao essenciais para a ciclagem
do P do solo e o aumento da atividade microbiana na rizosfera tem implicacdes significativas
para a nutri¢do de P nas plantas.

Neste estudo, a aplicacdo dos inoculantes solubilizadores de fosfato teve efeitos
expressivos na planta mesmo na auséncia de biochar. No geral, todas as plantas inoculadas
apresentaram alturas totais semelhantes, em média 162 cm, significativamente maiores do que
as plantas nao-inoculadas que apresentaram altura de apenas 144 cm (Figura 24).

As estirpes testadas neste trabalho foram previamente isoladas da rizosfera de plantas
de cana-de-acticar e foram confirmadas em sua capacidade de solubilizar P em meio sélido e
liquido. Apds o sequenciamento parcial da regido 16S rRNA destas bactérias, foi possivel
identifica-las como pertencente ao género Klebsiella aerogenes. Bactérias pertencentes a este
género Klebsiella sp. t€m sido isoladas e caracterizadas em diferentes habitats, incluindo solo,
plantas, alimentos, insetos, dgua, bem como associadas a doencas humanas (DURAN-
BEDOLLA et al., 2021). Muitos trabalhos t€ém mostrado o potencial de espécies de Klebsiella
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sp. como promotoras de crescimento vegetal eficazes, com &énfase na fixacdo bioldgica de
nitrogénio (WEI et al., 2014). No entanto, novos trabalhos t€ém apontado a capacidade de
membros deste género em atuar por outras vias da promocdo de crescimento vegetal, como
solubilizacdo de P, tolerancia a salinidade e adaptabilidade a diferentes faixas de pH
(MUKHERIEE et al., 2020; DURAN-BEDOLLA et al., 2021; LIU et al., 2022).

E interessante que bactérias que componham um inoculante apresentem boa
adaptabilidade a condi¢des ambientais adversas. Por exemplo, Klebsiella sp PS19 isolada da
rizosfera de mostrada foi capaz de solubilizar quantidades considerdveis de fosfato inorganico
mesmo na presenga de doses altas de inseticidas (AHEMAD; KHAN, 2011).

Vale ressaltar que o pH do biochar € alcalino e que adaptabilidade a distintas faixas pH
pelas estirpes testadas pode também ter contribuido para o sinergismo entre o inoculante e o
biochar para algumas varidveis testadas. O contrario também foi observado. A baixa
competitividade de Pseudomonas pode estar associada ao fato de biochars promoverem
ambientes alcalinos e estas bactérias preferirem ambientes dcidos (GARBEVA et al., 2004).

Parametros de crescimento vegetal e de P no solo sao indices importantes para avaliar o
efeito da aplicacao de inoculantes bacterianos solubilizadores de P e biochar no crescimento
das plantas e na disponibilidade deste nutriente no solo. Neste trabalho, foi possivel observar a
relevancia de se testar diferentes fontes de biochar e diferentes combinagdes de bactérias
solubilizadoras de P, pois as diferentes composicdes refletiram em respostas distintas as
varidveis analisadas. Por exemplo, em relacdo ao didmetro de colmo, o valor referente ao
biochar PA e o consércio entre as duas estirpes testadas apresentaram valores similares ao
controle, enquanto bactérias utilizadas separadamente com o mesmo biochar apresentaram
valores superiores a testemunha. J4 com a utilizagdo do biochar UB, nos diferentes niveis do
indculo, ndo foi observado diferencas significativas entres os tratamentos testados. Estes dados
demonstram que ha combinagdes que podem ser promissoras ou neutras para o crescimento da
cultura.

A combinag¢do de PA com B1 foi a mais promissora frente as varidveis de P e RBS no
solo, quando comparada aos demais tratamentos (Figura 25-32). No entanto, este
comportamento ndo foi observado de forma clara em face aos parametros de crescimento
vegetal (Figuras 22 e 23). Em algumas condic¢des, a presenga de biochar ndo incrementou os
efeitos benéficos mediados pela inoculag@o. Inclusive, os valores de diametro do colmo foram
menores no tratamento B3 com PA em face a inoculagdo destas mesmas bactérias na auséncia
de PA e dentre os diferentes niveis de indculo para este mesmo biochar (PA). Entdo, apesar de
mudancas expressivas sobre as varidveis do solo analisadas por PA com B1, ndo se observou
um efeito pronunciado do mesmo tratamento sobre incrementos ao crescimento do milho como
nas varidveis do solo.

Nao deve ser descartado que diferencas estruturais do biochar também afetem a resposta
da planta na presenc¢a do inoculante. Logo, a aplica¢ao do biochar em sementes inoculadas pode
ter efeito sobre a planta e microrganismos, bem como sobre a interacdo de ambos. Algo
semelhante é observado em plantas que receberam a aplicacdo de substancias himicas. Uma
revisdo de Nardi et al. (2021) descreveu que a aplicacdo de substincias humicas pode
influenciar a aquisi¢ao de nutrientes das plantas através do aumento da exsudagao radicular e
por conseguinte, na liberacdo de acidos organicos. Tais compostos favorecem as interagdes da
planta com microrganismos benéficos da rizosfera, e consequentemente o crescimento vegetal
(NARDI et al., 2021).

Zheng et al. (2019) observaram que a aplica¢do de biochar aumentou a abundancia da
comunidade bacteriana solubilizadora de P, o crescimento de colza e a absor¢do de fosfato,
sendo que o contetido de P disponivel do biochar foi mais relevante que o pH do solo para a
estrutura dessa comunidade, indicando que o material do biochar € critico para a sobrevivéncia
e funcionamento dessa comunidade (ZHENG et al., 2019).

66



Sendo assim, é possivel que os efeitos observados sobre as varidveis do solo estejam
atrelados ao papel destes bioestimulantes sobre o enriquecimento de bactérias que contribuem
para a disponibilidade de nutrientes no solo. Ou, o biochar pode ter potencializado a ag¢ao das
estirpes inoculadas frente a biodisponibilidade de P.

Tecnologias que reduzam a velocidade de exploracao de um recurso finito como o P
através de solucdes praticas que melhorem sua efici€ncia e aproveitamento no campo, e também
o reaproveitamento de ‘“subprodutos” provenientes da industria, pode ser o ponto de partida
para uma maior autonomia do Brasil na produc¢do de alimentos com menor dependéncia externa
de insumos minerais provenientes de outros paises.
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5.7 CONCLUSOES

A associacdo de fontes de biochar com bactérias do género Klebsiella aerogenes,
demostraram diferentes interacdes com a planta e solo.

A combinacdo de inéculo e biochar foi benéfica ao crescimento de plantas de milho,
onde o tratamento com mix de bactérias e biochar de uva branca demostrou o maior didmetro
do colmo e altura da primeira espiga.

As plantas que receberam inoculag@o apresentaram alturas totais superiores as plantas
sem inoculacdo.

O tratamento B1 (UACG17) associado ao biochar palha de arroz, aplicado as sementes
de milho, aumentou as fracoes labeis, moderadamente ldbeis e ndo labil de P no solo, além de
aumentar a atividade das enzimas fosfatases dcida e alcalina e a respirag¢do basal do solo.

Nao foram observados efeitos da inoculagdo com relagao as varidveis de producdo do
milho verde (nimero de espigas comerciais, nimero total de espigas e peso de espiga).
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6. CONCLUSOES GERAIS

As bactérias solubilizadoras de fosfato possuem um importante papel nos ecossistemas,
se tornando um recurso a ser explorado em sistemas agricolas bem como em condi¢des
adversas, como alternativa para otimizacdo da utilizacdo de insumos e consequentemente
reducdo de impactos ambientais e aumento de ganhos econdmicos.

A utilizagdo das bactérias associadas a biochars, demonstraram interacdes e efeitos
distintos com relacao as plantas de milho e no solo, além de ndo causarem efeitos negativos aos
mesmos.

De maneira geral, os resultados obtidos indicam que os tratamentos que foram
inoculados com as bactérias associadas ou ndo aos biochars, obtiveram ganhos superiores ao
controle com relacdo aos parametros fitotécnicos e de solo, com destaque para o isolado B1
com o biochar de palha de arroz para o experimento em casa de vegetagao.

Da mesma forma, o tratamento B1 com biochar de palha de arroz teve destaque para as
variaveis analisadas em campo, aumentando as fragdes de fésforo 1abil, microbiano, solivel em
meio 4cido, solivel em meio basico além das enzimas fofatases dcida e alcalina e a respiragdo
basal do solo.

Nao foram observados ganhos com relagdo as variaveis de producdo do milho (ndmero
de espigas comerciais, nimero total de espigas e peso de espiga).
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