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RESUMO

O biochar de lodo esgoto (BLE) é um material que tem ganhado destaque por associar diferentes
beneficios ao sistema agricola, visto seu papel no incremento de nutrientes no solo, reducédo da
disponibilidade de metais pesados, incremento em producdo de biomassa e produtividade e,
controle de diferentes fitopatdgenos habitantes de solo. A possibilidade de controle de
fitopatdgenos habitantes de solo através do uso do BLE abre oportunidade para incorporagédo
de mais uma ferramenta no manejo desses microrganismos em sistemas produtivos. Visto
também, que o uso desse material em combinac¢do com microrganismos benéficos, como o
Trichoderma, tem potencializado o efeito de controle de fitopatdgenos, como também,
estimulado o maior desenvolvimento das plantas. O objetivo neste trabalho foi avaliar a
capacidade in vitro do BLE inibir o crescimento de diferentes fitopatdgenos, como também, seu
efeito em combinacdo com o T. afroharzianum para controle de Sclerotium rolfsii em tomateiro
(Solanum lycopersicum), buscando compreender os diferentes mecanismos envolvidos. Neste
trabalho foram realizados quatro experimentos. No primeiro experimento foi avaliado o efeito
de diferentes doses de BLE (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1% m/v) no controle in vitro de Fusarium
oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici (isolado CEN1456), Macrophomina phaseolina
(isolado 429), Sclerotinia sclerotiorum, S. sclerotiorum (isolado CEN1147), Sclerotium rolfsii
(isolado CEN216), Sclerotium cepivorum (isolado CEN1357) e Rhizoctonia solani. No segundo
experimento, observou-se o efeito do BLE (na concentracdo de 0,6% m/v) + T. afroharzianum
no controle in vitro do S. rolfsii. No terceiro experimento, foi avaliado o efeito da combinacéo
BLE + T. afroharzianum na producdo de mudas de tomate, na auséncia e presenca do
fitopatogeno S. rolfsii. No quarto experimento, foi avaliado o efeito do BLE + T. afroharzianum
no controle de S. rolfsii em tomateiro, objetivando compreender 0s possiveis mecanicos
envolvidos nesse manejo. O terceiro e quarto experimento foram constituidos pelos seguintes
tratamentos: 1) Controle: sem aplicagédo de BLE ou T. afroharzianum; 2) Aplicacdo de BLE
exclusivo; 3) Aplicagcdo de T. afroharzianum; 4) BLE + T. afroharzianum; 5) controle +
inoculacdo do patogeno; 6) BLE + patdgeno; 7) T. afroharzianum + patégeno; 8) BLE + T.
afroharzianum + patégeno. Os resultados do primeiro experimento demonstraram que 0S
biochars apresentam efeito inibitorio ao crescimento micelial dos diferentes fungos avaliados,
com doses especificas para cada microrganismo. No segundo experimento, foi possivel
observar que a combinacdo BLE + T. afroharzianum potencializa a inibicdo do crescimento
micelial do S. rolfsii, resultado superior ao uso isolado de cada um. No terceiro experimento, a

combinacdo BLE + T. afroharzianum foi responséavel pelo maior desenvolvimento das mudas
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de tomate, garantindo maior producdo de biomassa, tanto de parte aérea como raiz, na auséncia
ou presenca do fitopatdgeno. No quarto experimento, foi possivel observar que a combinagao
BLE + T. afroharzianum afetou diferentes parametros da relacéo solo x planta x fitopatogeno,
como por exemplo, melhoria da fertilidade do solo, em especial o fosforo (P), maior
desenvolvimento e producdo de biomassa pelas plantas de tomate, aumento da producdo de
metabdlitos secundarios pelas plantas e, maior sobrevivéncia de plantas inoculadas com o
fitopatdgeno. Esse experimento demonstrou que a utilizagdo do BLE associado ao T.
afroharzianum é uma ferramenta promissora para 0 manejo do tomateiro, podendo minimizar

os danos causados pelo fitopatdgeno S. rolfsii.

Palavras-chave: controle biolégico, Solanum lycopersicum, Trichoderma afroharzianum.
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ABSTRACT

Sewage sludge biochar (SSB) is a material that has gained prominence for associating different
benefits to the agricultural system, given its role in increasing soil nutrients, reducing the
availability of heavy metals, increasing biomass production and productivity, and controlling
of different soilborne phytopathogens. The possibility of controlling soilborne phytopathogens
through the use of SSB opens an opportunity for the incorporation of yet another tool in the
management of these microorganisms in production systems. Also seen that the use of this
material in combination with beneficial microorganisms, such as Trichoderma, has potentiated
the effect of controlling phytopathogens, as well as stimulating the greater development of
plants. The objective of this work was to evaluate the in vitro ability of SSB to inhibit the growth
of different phytopathogens, as well as its effect in combination with T. afroharzianum to
control Sclerotium rolfsii. in tomato (Solanum lycopersicum), seeking to understand the
different mechanisms involved. In this work, four experiments were carried out. In the first
experiment, the effect of different doses of SSB (0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1% w/v) on the in
vitro control of Fusarium oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici (strain CEN1456),
Macrophomina phaseolina (strain 429), Sclerotinia sclerotiorum, S. sclerotiorum (strain
CEN1147), Sclerotium rolfsii (strain CEN216), Sclerotium cepivorum (strain CEN1357) and
Rhizoctonia solani. In the second experiment, the effect of SSB (at a concentration of 0.6%
w/v) + T. afroharzianum on the in vitro control of S. rolfsii was observed. In the third
experiment, the effect of the combination SSB + T. afroharzianum on the production of tomato
seedlings was evaluated, in the absence and presence of the phytopathogen S. rolfsii. In the
fourth experiment, the effect of SSB + T. afroharzianum on the control of S. rolfsii in tomato
was evaluated, aiming to understand the possible mechanics involved in this management. The
third and fourth experiments consisted of the following treatments: 1) Control: without
application of SSB or T. afroharzianum; 2) Exclusive SSB application; 3) Application of T.
afroharzianum; 4) SSB + T. afroharzianum; 5) control + pathogen inoculation; 6) SSB +
pathogen; 7) T. afroharzianum + pathogen; 8) SSB + T. afroharzianum + pathogen. The results
of the first experiment showed that the biochars have an inhibitory effect on the mycelial growth
of the different fungi evaluated, with specific doses for each microorganism. In the second
experiment, it was possible to observe that the combination SSB + T. afroharzianum potentiates
the inhibition of the mycelial growth of S. rolfsii, a result superior to the isolated use of each
one. In the third experiment, the combination SSB + T. afroharzianum was responsible for the

greater development of tomato seedlings, ensuring greater biomass production, both shoots and
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roots, in the absence or presence of the phytopathogen. In the fourth experiment, it was possible
to observe that the combination SSB + T. afroharzianum affected different parameters of the
soil x plant x phytopathogen relationship, such as improved soil fertility, especially phosphorus
(P), greater development and production of biomass by tomato plants, increased production of
secondary metabolites by plants and greater survival of plants inoculated with the
phytopathogen. This experiment demonstrated that the use of SSB associated with T.
afroharzianum is a promising tool for tomato management, which can minimize the damage

caused by the phytopathogen S. rolfsii.

Keywords: biological control, Solanum lycopersicum, Trichoderma afroharzianum.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € 0 maior consumidor mundial de agrotdxicos (MMA, 2017). Em 2018, foram
comercializadas cerca de 550 mil toneladas de ingredientes ativos (IBAMA, 2018). Esse
resultado demonstrou um incremento de 1,72% nas vendas internas se comparadas ao ano
anterior. Entretanto, os problemas causados ao ambiente pelos produtos quimicos tém
estimulado o estudo de técnicas e o desenvolvimento de novas possibilidades, como produtos
bioldgicos para o controle de doencas de plantas, considerados de menor potencial ofensivo ao
meio ambiente (BROETTO et al., 2014).

Entre as alternativas, a utilizacdo de residuos organicos pode reduzir os fitopatdgenos
do solo pelo estimulo da atividade da biota benéfica, favorecendo o desenvolvimento de
diferentes tipos de agentes de biocontrole, como também, pela acdo de compostos provenientes
da decomposicao da matéria organica (BETTIOL e MORANDI, 2009). Além disso, a melhoria
dos teores de nutrientes do solo, em especial, pelo suprimento de fosforo, tem possibilitado
maior controle de doencas de plantas (FERREIRA et al., 2015).

No Brasil, contabilizando a carga de esgotos com base na Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), estima-se que 9,1 mil toneladas de DBO séo geradas por dia (ANA, 2017).
Dentre as disposi¢cdes dadas ao lodo de esgoto, destacam-se a incineragdo, O reuso na
agricultura, a acomodacdo em aterros e 0 reaproveitamento no setor de construgédo civil
(COLLIVIGNARELLI et al., 2019). O aproveitamento do lodo ja € realizado em diversos
paises ha bastante tempo, sendo o reuso agricola o mais empregado. Entretanto, no Brasil, as
alternativas de reuso ainda sdo pouco utilizadas e a destinacdo mais comum € o aterro sanitario,
em que o processamento e a disposicdo final do lodo podem representar até 60% do custo
operacional de uma ETE (Estagéo de Tratamento de Esgoto) (PORTAL TRATAMENTO DE
AGUA, 2018).

Apesar do reconhecido papel do LE (lodo de esgoto) na fertilizagdo de solos, a
ocorréncia de microrganismos patogénicos, somada a presenca de metais potencialmente
toxicos restringem o uso do LE in natura a poucos destinos. No Brasil, as normas para uso
agricola do LE estdo presentes na Resolucdo N° 375 de 2006 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, 2006). Quando usado de forma inadequada, o LE pode causar acumulo
de metais pesados nos solos, que podem ser absorvidos pelas plantas em quantidade suficiente
para afetar negativamente o seu desenvolvimento e/ou a satde dos consumidores (CHANG et
al., 1997; YUAN et al., 2015; KCHAOU et al.,2018).
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O tratamento térmico tem sido apresentado como uma opc¢éo para viabilizar e ampliar a
utilizacdo do LE, favorecendo a eliminagdo de patdégenos e componentes organicos perigosos
presentes no material (CABALLERO et al., 1997; OZDEMIR et al., 2018). O tratamento
térmico por pirélise consiste na termodegradacdo de materiais sob condicdes controladas de
oxigenacdo, resultando em um produto sélido, rico em carbono, denominado biochar (SOHI,
2012; SAMOLADA e ZABANIOTOU, 2014; MARSHALL etal., 2019; TIAN et al., 2019) ou
biocarvdo. Além do produto solido oriundo de tal processo, observa-se a geracdo de um material
liquido, o bio-6leo, e de uma fracdo gasosa composta por Hz, CO, CO2, CHa, CoHs e CoHe
(KARAYILDIRIM et al., 2006; FONTS et al., 2008; CAl et al., 2018).

A producdo de biochar a partir de lodo de esgoto tem se destacado das demais matérias-
primas por estabelecer uma finalidade a um material produzido diariamente, entretanto com uso
limitado por legislacdo especifica. Quando aplicado ao solo, 0 BLE tem proporcionado maior
desenvolvimento de plantas (GONZAGA et al., 2018) e aumento de produtividade (FARIA et
al., 2018).

O biochar contribui para a melhoria dos atributos fisicos do solo (DUARTE et al., 2019),
reducdo da perda de nutrientes por lixiviacdo (YUAN et al., 2016), adicdo de nutrientes
disponiveis para as plantas (FARIA et al., 2018), correcdo da acidez do solo (DEENIK e
COONEY, 2016), sequestro de carbono (SANCHEZ-GARCIA et al., 2019), reducdo das
emissdes de gases de efeito estufa do solo (CAYUELA et al., 2013) e melhoria da sincronia
temporal entre a demanda das culturas por nitrogénio (N) e a disponibilidade de N oriundo do
solo (YU et al., 2018).

Além de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo, a possibilidade
do biochar (BCH), quando adicionado ao solo, provocar uma inibicdo ou mesmo suprimir
fitopatdgenos e, consequentemente, reduzir a severidade, ou até mesmo evitar 0 acometimento
de doencas em plantas, tem despertado a atengdo em diferentes estudos (COPLEY et al., 2015;
JAISWAL et al., 2017; ROGOVSKA et al., 2017).

A matéria-prima e a temperatura de pir6lise adotadas na produ¢do do BCH séo fatores
que influenciam nas caracteristicas finais do produto, e, consequentemente, na capacidade do
BCH de controlar doengas de plantas. Biochars produzidos com matérias-primas distintas e em
diferentes temperaturas apresentam variagdes no controle de determinadas doencgas, como no
caso do ‘damping-off” (Rhizoctonia solani) (JAISWAL et al., 2014). Alem disso, acdo do BCH
no controle de doencas também é dependente da concentracdo usada. Concentracbes mais

elevadas do BCH se tornaram ineficazes, ou mesmo favoreceram a doenga, demonstrando uma
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interacdo significativa entre matéria-prima e concentragdo do BCH para controle de ‘damping-
off’.

Ainda séo incipientes os trabalhos sobre o efeito do BCH no controle de doengas. Ha
duvidas se os efeitos do BCH sobre o controle de patogenos séo de forma direta, indireta ou a
combinacdo de ambas. Nesse sentido, a interagdo do BCH com microrganismos benéficos tem
sido estudada e avaliada quanto aos seus efeitos sobre crescimento de plantas cultivadas. Solos
que receberam BCH favoreceram a maior sobrevivéncia e crescimento da populacdo de
Trichoderma spp. em relacdo ao solo sem adicdo de BCH (GRABER et al., 2010;
VECSTAUDZA et al., 2018).

As espécies do fungo Trichoderma sdo amplamente reconhecidas pela capacidade de
estimular o crescimento e a produtividade das plantas (SINGH et al., 2015). Os mecanismos
associados a este fato envolvem: aumento da disponibilidade de nutrientes no solo (ZHANG et
al., 2019); a eficiéncia e reciclagem de nutrientes (MERCL et al., 2019); liberacdo de compostos
estimuladores de crescimento (HERRERA-JIMENEZ et al., 2018); e o controle de doencas
(BADER et al., 2019).

O biochar afeta a estrutura e diversidade microbioldgica do solo, e essa interacdo
favorece determinados géneros de microrganismos, tais como Pseudomonas, Bacillus e
Trichoderma, sendo estes organismos associados a promocao de crescimento de plantas,
supressao de doencas e outros possiveis papéis ecoldgicos (JAISWAL et al., 2018c). Dentre
esses microrganismos, o género Trichoderma tem se destacado por apresentar diferentes
espécies e mecanismos de controle de fitopatogenos (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016).
Os resultados obtidos da interacdo de biochar com Trichoderma spp. tém demonstrado maior
capacidade de controle de doengas de plantas (ARAUJO et al., 2019a), como também, reducéo
da populagdo de fungos potencialmente fitopatogénicos (VECSTAUDZA et al., 2018;
ARAUJO et al., 2019a).

Este estudo estd embasado na capacidade do biochar de lodo de esgoto (BLE) controlar
fungos fitopatogénicos através de sua interferéncia direta no crescimento desses
microrganismos. Além disso, este trabalho aborda os efeitos indiretos associados a combinagédo
BLE + T. afroharzianum no controle de S. rolfsii em tomateiro, resultado decorrente das
alteracdes no ambiente de crescimento da planta e pela capacidade de potencializar os efeitos
do controle bioldgico exercido pelo T. afroharzianum na supressdo do fitopatdgeno, como

também, no estimulo & produgdo de mecanismos de defesa pelas plantas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lodo de esgoto e seu potencial agricola

O Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS, 2019) divulgou que o
atendimento por redes de esgotos no Brasil alcan¢cou em 2018 uma populacédo urbana de 105,5
milhdes de habitantes, um acréscimo de 1,9% em comparacdo com o ano de 2017.

No Brasil, contabilizando a carga de esgotos com base na Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), estima-se que 9,1 mil toneladas de DBO sédo geradas por dia (ANA, 2017).
Deste total, apenas 43% da populacéo brasileira possui esgoto coletado e tratado. Destaca-se
ainda que 18% da populacdo tém seu esgoto coletado e néo tratado, caracterizando um
atendimento precério. Além disso, 27% nao possuem coleta nem tratamento.

O Ranking do Saneamento no Brasil, publicado pelo Instituto Trata Brasil (2019),
apontou que aproximadamente 13 milhdes de criancas e adolescentes ndo tém acesso ao
saneamento basico no pais. O relatorio demonstra que apenas 10,24% da populagdo da regido
norte é atendida pelo sistema de coleta de esgoto. Os melhores resultados foram observados na
regido Sudeste, onde o sistema contempla 78,56% da populacao.

As regides Sul, Nordeste e Centro-Oeste apresentam indices semelhantes de coleta,
atendendo cerca de metade da populagdo urbana dessas regides, com maior nivel de tratamento
no Centro-Oeste (ANA, 2017). Dentre as unidades federativas que compdem a regido Centro-
Oeste, o Distrito Federal destaca-se por atender 83% da populacdo com a sistema de coleta de
esgoto, e proporcionar o tratamento de todo o volume coletado.

No Distrito Federal, o sistema de coleta e tratamento de lodo de esgoto (LE) € de
responsabilidade da Companhia de Saneamento Ambiental do DF (CAESB), que opera com 17
estacOes de tratamento de esgoto (ETEs) (CAESB, 2018). As ETEs tém a finalidade de
promover um tratamento adequado dos residuos liquidos domésticos e industriais, utilizando
processos fisicos, quimicos ou biolégicos, em conformidade com os padrbes exigidos pela
legislacdo ambiental, para que possam retornar a natureza sem ocasionar problemas ambientais
e a saude humana (CAESB, 2019).

O sistema de esgotamento do Distrito Federal destaca-se das demais unidades
federativas do Brasil, pois 87% dos esgotos tratados s&o a nivel terciario, que inclui a remocao
de nutrientes. O produto resultante do tratamento de esgoto é chamado de biossolido. Um

destino adequado para este produto representa interesse de toda a sociedade.
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Atualmente, entre as principais destinagdes dadas ao lodo de esgoto, destacam-se a
incineracdo, o deposito em aterros, a aplicacdo ao solo agricola e o reaproveitamento no setor
de construcdo civil (COLLIVIGNARELLI et al., 2019). O aproveitamento desse material para
fins de reuso na agricultura é realizado em diferentes paises da Europa ha bastante tempo. Nos
paises da Unido Europeia, 26% do lodo de esgoto é usado diretamente na agricultura e mais
18% destinado para compostagem ou processo similar (EUROSTAT, 2019). Entretanto, no
Brasil, as alternativas de reuso ainda sao pouco utilizadas e a destinagdo mais comum € o aterro
sanitario, em que o processamento e a disposicao final do lodo podem representar até 60% do
custo operacional de uma ETE (PORTAL TRATAMENTO DE AGUA, 2018).

O alto teor de MO no LE e a presenca de macro e micronutrientes (ALVARENGA et
al., 2016), principalmente nitrogénio (RIGBY et al., 2016) e fosforo (HERZEL et al., 2016),
promovem a melhoria de propriedades fisico-quimicas (ZUO et al., 2019) e biol6gicas do solo
(LLORET et al., 2016). O uso do LE para fornecimento de nutrientes, principalmente P
(WOLLMANN et al, 2018), visa a menor dependéncia por fertilizantes minerais,
principalmente os fosfatados, viabilizando a reducdo dos custos de producdo agricola. Além
disso, a incorporacdo de LE ao solo tem proporcionado maior desenvolvimento de plantas
(KCHAOQU et al., 2018).

O uso do LE em éreas agricolas tem se mostrado uma das melhores alternativas para
destinacdo final de tal material, que possui baixo custo, reutilizacdo de nutrientes e menor

dependéncia de fertilizantes minerais.

2.2. Biochar e seus beneficios agroambientais

Embora o uso do LE associe diversos beneficios quando aplicado no solo, a ocorréncia
de microrganismos patogénicos, somada a presenca de metais potencialmente toxicos
restringem o uso do LE in natura a poucos destinos, sendo tal uso controlado por legislacéo
especifica, como a Resolucdo N° 375 de 2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2006). O tratamento térmico é uma opcéo para viabilizar e ampliar a utilizacdo do
LE, favorecendo a eliminacdo de patdgenos e componentes organicos perigosos presentes no
material (CABALLERO et al., 1997; OZDEMIR et al., 2018).

O tratamento térmico por pirolise consiste na decomposicao térmica de materiais sob
condicgdes controladas de oxigenacdo, resultando em um produto solido, rico em carbono,
denominado biochar (SOHI, 2012; SAMOLADA & ZABANIOTOU, 2014; MARSHALL et
al., 2019; TIAN et al., 2019) ou biocarvdo. Além do produto sélido oriundo de tal processo,
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observa-se a geracdo de um material liquido, o bio-6leo, e de uma fragdo gasosa composta por
Hz, CO, CO2, CHa, C2Hs e CoHs (KARAYILDIRIM et al., 2006; FONTS et al., 2008; CAI et
al., 2018).

Diferentes matérias-primas podem ser utilizadas para producdo de BCH, como:
biomassa lenhosa retirada da compostagem (HARTLEY et al., 2016), restos vegetais da
producdo agricola (RAJAPAKSHA et al., 2019), serragem e casca de madeira (DOMINGUES
et al.,, 2017), além de residuos urbanos como o lodo de esgoto (YUAN et al., 2015;
FIGUEIREDO et al., 2018). Esta diversidade de matérias-primas utilizadas sob diferentes
condigdes resulta em produtos com propriedades variadas.

O uso do biochar contribui para alteracbes em atributos fisicos do solo, como:
agregacdo, porosidade total, diametro dos poros, distribuicdo granulométrica e densidade
(DOWNIE et al., 2009; IGALAVITHANA et al., 2017; DUARTE et al., 2019). Essas
caracteristicas contribuem para a maior disponibilidade de agua na rizosfera, podendo resultar
em maior desenvolvimento das plantas.

Os beneficios agroambientais proporcionados pelo uso do BCH estimulado a realizacdo
de diferentes estudos, objetivando a reducdo da perda de nutrientes por lixiviacdo (YUAN et
al., 2016), adicdo de nutrientes disponiveis para as plantas (FARIA et al., 2018) e calagem do
solo (DEENIK e COONEY, 2016). A interferéncia do BCH sobre propriedades quimicas do
solo tem garantido respostas fisiolégicas nas plantas, sendo explicado pelo fato do BCH
aumentar os teores disponiveis de fosforo (FRISTAK et al., 2018), potassio (AMIN e EL-
EYUOON, 2016), célcio e magnésio (ABDUL e ABDUL, 2017), e ainda favorecer maior
eficiéncia no uso dos nutrientes.

Biochars oriundos de diferentes matérias-primas tém sido referéncia em pesquisas
envolvendo sequestro de carbono (KOOKANA et al., 2011; SANCHEZ-GARCIA et al., 2019)
e reducdo das emissdes de gases de efeito estufa do solo, especialmente do 6xido nitroso
(SINGH et al., 2010; CAYUELA et al., 2013). A aplicacdo de fertilizantes nitrogenados em
combinacdo com o BCH tem sido proposta para melhorar a sincronia temporal entre a demanda
das culturas por nitrogénio (N) e a disponibilidade de N oriundo do solo, aumentando a
eficiéncia de seu uso e reducdo dos impactos ao meio ambiente causados pelo excesso de
adubacdo nitrogenada (CLOUGH et al., 2013; YU et al., 2018).

A producao de biochar a partir de lodo de esgoto tem se destacado das demais matérias-
primas por viabilizar o uso e estabelecer uma finalidade a um material produzido diariamente,

entretanto com uso limitado por legislagdo especifica. Quando aplicado ao solo, 0 BLE tem
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proporcionado maior desenvolvimento de plantas (GONZAGA et al., 2018) e aumento de
produtividade em espécies comerciais, como o milho (FARIA et al., 2018).

A utilizacdo do LE de forma inadequada pode causar acumulo de metais pesados nos
solos, que podem ser absorvidos pelas plantas em quantidade suficiente para afetar
negativamente o seu desenvolvimento e/ou a saude dos consumidores (CHANG et al., 1997; de
MELO et al., 2007; YUAN et al., 2015; KCHAOQU et al., 2018). Uma das preocupacdes
consideradas na producdo de biochar a partir de lodo de esgoto é esse possivel aumento na
concentracdo de metais pesados (MPs) devido ao processo de pirdlise, em que foram
observados niveis mais altos desses elementos no BLE em comparagéo ao LE (FIGUEIREDO
et al., 2019a). Entretanto, os mesmos autores demonstraram que biochars produzidos em
temperaturas mais elevadas (500 °C) proporcionam uma imobilizacdo/retencdo de MPs
disponiveis, fracdo absorvida diretamente pelas plantas, tornando-os indisponiveis. A
imobilizacdo desses elementos potencialmente tdxicos resulta em menor biodisponibilidade e
mobilidade no solo (UCHIMIYA etal., 2011; BOGUSZ et al., 2019).

Além dos beneficios ja citados, pesquisas envolvendo o uso do BCH na area de
fitopatologia vem crescendo nos ultimos anos, sendo realizados estudos para avaliar sua
capacidade no controle de doencas de plantas, principalmente as relacionadas com patdgenos
de solo. A efetividade no controle de tais doencas pelo BCH tem associado tal caracteristica ao
tipo de matéria-prima utilizada para sua producdo, a temperatura de pirdlise e a

concentracdo/quantidade de BCH utilizados no experimento (JAISWAL et al., 2015).

2.3. Biochar: uma alternativa para controle de fitopatégenos

O Brasil, os Estados Unidos e a China sdo descritos como maiores consumidores de
agrotoxicos no ranking mundial (FAO, 2020). O Brasil foi responsavel pelo comeércio de,
aproximadamente, 550 mil toneladas de ingredientes ativos no ano de 2018 (IBAMA, 2018).
Esse resultado demonstrou um incremento de 1,72% nas vendas internas se comparadas ao ano
anterior. Entretanto, os problemas causados ao ambiente pelos produtos quimicos tém
estimulado o estudo de novas tecnologias e o desenvolvimento de métodos alternativos de
controle de doencas de plantas, considerados menos danosos ao meio ambiente (BROETTO et
al., 2014).

A possibilidade do BCH, quando adicionado ao solo, provocar uma inibicdo ou mesmo
suprimir fitopatdgenos e, consequentemente, reduzir a severidade, ou até mesmo evitar o

acometimento de doengas em plantas, tem despertado a atencdo em diferentes estudos
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(COPLEY etal., 2015; JAISWAL et al., 2017; ROGOVSKA et al., 2017). Apesar do crescente
interesse, ainda sdo poucos os trabalhos focados em elucidar os efeitos do BCH no controle de
doencas de plantas. Além disso, ainda ha muitas duvidas sobre a forma de acdo do BCH. De
acordo com os trabalhos realizados parece haver efeitos diretos, indiretos e a combinacédo de
ambos.

A primeira evidéncia que relacionou a aplicagdo do BCH ao solo com uma possivel
capacidade de induzir ou de mediar a inducéo de resisténcia sisttmica em resposta a doencas
causadas por patdgenos foliares, foi descrita no experimento em casa de vegetacdo com as
culturas de pimenta e de tomate (ELAD et al., 2010). Neste trabalho, os autores verificaram que
as doengas como o0 mofo cinzento (Botrytis cinerea) e oidio (Oidiopsis sicula) foram reduzidas
em parcelas que receberam biochar de madeira de citros.

Em um estudo realizado por George et al. (2016), foi relatado que BCHSs produzidos a
partir de diferentes matérias-primas (madeira de Pinus sylvestris, casca de P. sylvestris, pellets
produzidos a partir de madeiras de coniferas e cascas de trigo-vermelho) quando aplicados ao
solo, com excecao do BCH de madeira de P. sylvestris, possuiam um efeito positivo de controle,
reduzindo as taxas de infeccdo das raizes pelo nematoide Pratylenchus penetrans,
especialmente 0 BCH de casca de trigo-vermelho. Pelo menos, dois dos BCHSs aplicados (de
casca de trigo-vermelho e o de casca de pinheiro) provavelmente induziram resposta de defesa
na planta, quer por SAR (resisténcia sisttmica adquirida) ou ISR (resisténcia sistémica
induzida), em cenoura contra infec¢des por P. penetrans.

Mehari et al. (2015), avaliando o patossistema tomate/Botrytis cinerea, verificaram que
a inducao de resisténcia mediada por BCH e a iniciacao da expresséo do gene relacionado com
a defesa da planta era dependente do acido jasmonico e correlacionado com a iniciacao
sisttmica de toda planta da rapida oxidacdo de resposta dependente de jasmonato. Estas
caracteristicas sdo especificas de ISR, normalmente envolvendo microrganismos benéficos da
rizosfera. Consequentemente, o estudo demonstrou que o BCH favoreceu a colonizagdo das
raizes por organismos beneficos exercendo um papel essencial na inducdo de resisténcia em
tomateiro contra a podridao cinzenta.

A matéria-prima e a temperatura de pirélise adotada no procedimento de producéo do
BCH sdo vistas como fatores que influenciam nas caracteristicas/propriedades do produto.
Resultados de diferentes estudos tem demonstrado que tais caracteristicas influenciam no
desenvolvimento dos fitopatdgenos e/ou na severidade das doengas. Como consequéncia, deve-

se observar a concentracdo 6tima para controle de cada microrganismo.
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Jaiswal et al. (2014) avaliando BCHs preparados a partir de duas matérias-primas
(madeira de eucalipto e residuos de casa de vegetacdo), e produzidos a 350 e 600 °C, verificaram
que, em geral, concentracdes relativamente baixas melhoram o desempenho de crescimento de
plantas, como também, suprimem o ‘“damping-off’ causado por R. solani. Resultado
semelhante foi observado por Araujo et al. (2019a), onde baixas concentracGes de BLE (0,5 e
1,0%) promoveram inibicdo do crescimento micelial do fungo Macrophomina phaseolina, e
em contrapartida, concentracfes mais elevadas estimularam o crescimento do fitopatdgeno.

Akhter et al. (2015) observaram que a resposta de crescimento de plantas de tomate e a
supressao de F. oxysporum f. sp. lycopersici com o uso do BCH é dependente do tipo de
matéria-prima. Com base em estudos in vitro, esses autores verificaram sobre o crescimento e
desenvolvimento de F. oxysporum f. sp. lycopersici, que alteracdes do solo com materiais
organicos como os compostos e BCHs tém se mostrado capazes de alterar exsudatos radiculares
de tomate, e essas alteracbes podem ter um papel essencial na determinacdo da resposta da
planta ao estresse da doenca. A aplicacdo de adubo e biochars no solo influencia a qualidade e
composicao dos exsudatos das raizes no que diz respeito aos seus efeitos sobre os fungos que
vivem no solo.

Graber et al. (2014) elencaram diferentes aspectos relacionados ao uso de biochar no
controle de fitopatdgenos. Tais autores propuseram que, ao ser adicionado ao solo o biochar
altera o complexo sistema rizosfera-raiz-solo-patdgeno em virtude de suas varias propriedades
fisicas e quimicas, como contetido de nutrientes, capacidade de retencdo de agua, atividade
redox, capacidade de adsorcdo, pH e conteudo de compostos toxicos e semelhantes a
horménios. Os impactos na microbiota da rizosfera podem ser definidos como plausivel
mecanismo indireto de controle de fitopatégenos (JAISWAL et al., 2018a).

Como € amplamente conhecido, o fornecimento de nutrientes melhora as propriedades
morfoldgicas, histoldgicas e funcionais dos tecidos das plantas, como também, mantém um alto
nivel de compostos inibitorios em seus tecidos, permitindo respostas rapidas das plantas ao
ataque de patogenos (DATNOFF et al., 2007). Por exemplo, o suprimento de P e Ca ¢
claramente importante para o desenvolvimento das plantas, e consequentemente, a adocéo de
quantidades adequadas para cada cultura pode auxiliar na reducéo de doengas (WALTERS &
BINGHAM, 2007; JIANG et al., 2013). A disponibilidade de nutrientes por meio da aplicacéo
de biochar ao solo pode ser vista como um mecanismo que auxilia minimizando a incidéncia

de doengas.
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Plantas excessivamente adubadas podem apresentar maior susceptibilidade ao ataque de
patdgenos. Doses elevadas de N podem estimular o desenvolvimento de doencgas, como por
exemplo, a brusone em trigo, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae Triticum (SILVA et al.,
2019). Os autores citam como possibilidade de manejo desta doenca o aprimoramento das
técnicas de adubagdo nitrogenada. Em consonéncia com essa necessidade, o uso de BLE torna-
se uma opc¢ao viavel para o manejo de doengas (DUAN et al., 2020), uma vez que parece haver
liberacdo lenta dos nutrientes (FIGUEIREDO et al., 2019b;), melhorando a sincronia entre a
demanda e a disponibilidade de nutrientes para as plantas. Isso aliado a presenca de matéria
organica e as melhorias nas propriedades bioldgicas do solo tornam o biochar uma fonte de
nutrientes mais adequada em relagéo aos adubos minerais (YOU et al., 2019).

Outro mecanismo indireto de controle de doencas de plantas associado ao uso do BCH
contempla sua capacidade de adsorcdo/desativacdo de enzimas de degradacdo de parede celular
e metabdlitos toxicos produzidos por fitopatdgenos habitantes de solo (JAISWAL et al., 2018b).
Essa propriedade do biochar auxilia no controle da doenca reduzindo o contato dessas enzimas
com as paredes celulares das raizes da planta. O biochar também pode minimizar
significativamente a incidéncia de doencas via adsorcdo de exsudatos radiculares que exercem
forte sinal quimiotatico em relacdo ao microrganismo, interferindo na relagdo fitopatégeno-
hospedeira (GU et al., 2017).

Estudos vém demonstrando uma infinidade de pequenas e grandes moléculas organicas
gue podem individualmente ou em combinacdo suprimir ou estimular microrganismos
habitantes de solo (SPOKAS et al.,, 2011; SUN et al.,, 2015). Os principais compostos
identificados em biochars que apresentam efeitos adversos no crescimento e sobrevivéncia de
microrganismos incluem: etilenoglicol e propilenoglicol, &cidos hidroxipropiénico e
hidroxibutirico, acido benzoico e o-cresol, quinonas (resorcinol e hidroquinona) e 2-
fenoxietanol (GRABER et al., 2010; BUSS et al., 2015).

A andlise de cromatografia gasosa/espectrometria de massa demonstrou que biochars
produzidos em diferentes temperaturas e a partir de madeira de eucalipto e residuos de casa de
vegetacdo apresentam dois compostos organicos em comum: o &cido l4tico e o acido glicélico
(JAISWAL et al.,, 2015). Sabe-se que ambos compostos organicos apresentam atividade
fungicida (ABBASI et al., 2009; HASSAN et al., 2015). Consequentemente, a presenca de tais
compostos organicos nos biochars pode ser uma das principais caracteristicas responsavel pelo

efeito direto no controle de fungos fitopatogénicos.
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2.4. Trichoderma: beneficios para agricultura e interagdes com biochar

As espécies do fungo Trichoderma sdo amplamente reconhecidas pela capacidade de
estimular o crescimento e a produtividade das plantas (SINGH et al., 2015). Os mecanismos
associados a este fato envolvem: aumento da disponibilidade de nutrientes no solo (ZHANG et
al., 2019); a eficiéncia e reciclagem de nutrientes (MERCL et al., 2019); liberagcdo de compostos
estimuladores de crescimento (HERRERA-JIMENEZ et al., 2018); e o controle de doencas
(BADER et al., 2019).

O fungo Trichoderma estad entre os mais estudados e utilizados como agentes de
biocontrole de doengas vegetais em todo o mundo. Esses microrganismos de vida livre e
altamente interativos no solo, nas superficies radiculares e no interior dos tecidos vegetais
(RAJENDIRAN et al.,, 2010) apresentam atividade antagbnica a diferentes fungos
fitopatogénicos. A atividade de biocontrole pode ocorrer indiretamente, competindo por espaco
e nutrientes, modificando as condi¢gdes ambientais, produzindo antibidticos, inativando as
enzimas do patdgeno ou, diretamente, mediante o parasitismo (BENITEZ et al., 2004), que
envolve eventos sequenciais complexos, incluindo reconhecimento, penetracdo e subsequente
morte do hospedeiro (MUKHERJEE et al., 2012).

O controle bioldgico tem se destacado por ser uma alternativa eficaz para o manejo de
diferentes fitopatdgenos. Os beneficios dessa estratégia de controle de doencas estdo associados
ao fato de ser um método seguro, ndao poluir e ndo causar desequilibrio ambiental e,
principalmente, viabilizar sistemas mais sustentaveis, permitindo plantios subsequentes com
menores problemas fitopatoldgicos (SCUDELER e VENEGAS, 2012).

O desenvolvimento de produtos biologicos para controle de pragas e doencas agricolas
cresceu mais de 70% no ultimo ano no Brasil, movimentando R$ 464,5 milhdes ante R$ 262,4
milhGes em 2017 (MAPA, 2019). Este resultado é considerado o mais expressivo da histéria do
setor e ultrapassa os indices apresentados pelo mercado internacional. O crescimento do
mercado brasileiro de defensivos biologicos segue a tendéncia mundial de reducdo do uso de
agroquimicos no controle de pragas e doencgas nas lavouras.

Estudos demonstram que a eficacia do biocontrole por Trichoderma varia de acordo
com o isolado adotado. Sain e Pandey (2016) descreveram que todos os isolados de T.
harzianum utilizados no trabalho tinham um efeito antagonista sobre determinados agentes
patogénicos ao tomateiro, como: Pythium aphanidermatum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, R.
solani, Alternaria alternata f. sp. lycopersici, Phytophthora infestans e Septoria lycopersici. Os
autores verificaram também que a aplicacdo em formulacdo em p6 (10% WP) dos isolados de
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T. harzianum, via tratamento de sementes/aplicacdo no solo e aplicagdo foliar, era eficaz no
manejo das doengas avaliadas.

Khaledi e Taheri (2016) observaram em um experimento in vitro que isolados de
Trichoderma spp. se destacaram por inibir o crescimento micelial de M. phaseolina, com
capacidade inibitéria podendo variar de 20,2 a 58,7% de acordo com isolado estudado,
alcangando melhores resultados os de T. harzianum. Os resultados desse estudo indicam que 0
isolados de T. harzianum aparentemente produzem compostos volateis e ndo volateis que
suprimem o crescimento do fitopatdgeno.

Khalili et al. (2016) verificaram que diferentes isolados de T. harzianum quando pareado
com M. phaseolina promovem inibi¢do do fitopatdgeno em até 72%, além de demostrar um
excepcional hiperparasitismo de tais col6nias. Outro fator importante destacado no trabalho faz
referéncia a producdo de compostos volateis por parte dos isolados de T. harzianum, que geram
uma supressao do crescimento da M. phaseolina, a uma taxa que varia de 43,30 a 63,36% de
acordo com o isolado estudado.

O uso de material organico enriquecido com Trichoderma € eficiente no aumento do
namero de colbnias desse microrganismo no solo, e como consequéncia, hd maior capacidade
de biocontrole de fitopatdégenos (SIDDIQUEE et al., 2017). A adocéo de diferentes materiais
organicos em conjunto com T. harzianum tem se destacado por favorecer o desenvolvimento
de populagcfes microbianas, podendo auxiliar na recuperacdao da microbiota do solo em areas
degradadas (MBARKI et al., 2017). Tal associacao entre compostos organicos e T. harzianum
tem se mostrado altamente sustentavel e com baixo custo. Varias propriedades fisico-quimicas
e bioquimicas do solo mudam em resposta ao uso de materiais organicos com o Trichoderma,
resultando em maiores teores de MO e nutrientes disponiveis, garantindo assim maior
desenvolvimento das plantas (PANG et al., 2017).

O uso de biochar tem se destacado entre 0s materiais organicos por propiciar uma
comunidade fungica mais diversificada, favorecendo diferentes filos como Basidiomycota,
Ascomycota e Mucoromycota (LI et al., 2020). Além disso, a alta porosidade do BCH pode
fornecer um microambiente favoravel ao desenvolvimento dos microrganismos. A
incorporacdo de BCH ao solo aumenta a abundancia relativa de fungos promotores de
crescimento de plantas, em especial o Trichoderma (MUTER et al., 2017). Como também, tal
material tem se mostrado um adequado veiculo para incorporacédo de T. viride ao solo.

A adicdo de BCH ao solo estd correlacionada as alteragcbes na microbiota e o0s
consequentes efeitos sobre o crescimento das plantas. Em solos que receberam BCH houve
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maior sobrevivéncia e crescimento da populacdo de Trichoderma spp. em relagcdo ao solo
controle (sem BCH) (GRABER et al., 2010; VECSTAUDZA et al., 2018).

A interacdo entre biochar e microrganismos benéficos, como o Trichoderma, demonstra
a viabilidade de associacdo de diferentes mecanismos de inibicdo de fitopatdgenos. Esta
interacéo possibilita potencializar a capacidade de controle de doencas (ARAUJO et al., 2019a),
favorecendo melhores resultados de desenvolvimento das plantas (ARAUJO et al., 2019b).

Os resultados obtidos da interacdo de biochar com Trichoderma spp. tem demonstrado
maior capacidade de controle de doencas de plantas (ARAUJO et al., 2019a), como também,
tem sido observado que em solos tratados com biochar e Trichoderma ha uma reducdo da
populagéo de fungos potencialmente fitopatogénicos (VECSTAUDZA et al., 2018).

O biochar afeta a estrutura e diversidade microbiolégica do solo, e essa interacdo
favorece determinados géneros de microrganismos, tais como Pseudomonas, Bacillus e
Trichoderma, sendo estes organismos associados a promocao de crescimento de plantas,
supressao de doencas e outros possiveis papéis ecologicos (JAISWAL et al., 2018c). Dentre
esses microrganismos, o género Trichoderma tem se destacado por apresentar diferentes
espécies e mecanismos de controle de fitopatdgenos, além de seus metabolitos secundarios
liberados na rizosfera promoverem o crescimento das plantas (CONTRERAS-CORNEJO et al.,
2016).

2.5. Tomate: principais aspectos da cultura

O tomate (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia das solanaceas, e € originario
da América do Sul. E amplamente cultivado em diversos paises, podendo ser consumida fresca
ou processada. Além de seu valor econdmico, o tomate destaca-se por suas propriedades
nutricionais, sendo fonte de vitaminas E, C, A, e K, potéassio e carotenoides, como licopeno e
caroteno, que atuam como antioxidantes (EMBRAPA, 2006; ERBA et al., 2013).

A producdo mundial de tomate na safra de 2017 foi 182,3 milhdes de toneladas,
abrangendo uma area de cultivo de 4,85 milhdes de ha, com produtividade média de 37,59 t ha”
1 (FAO, 2019). Os maiores produtores mundiais de tomate foram: China (18,94%), Estados
Unidos (7,09%), india (6,08%), Turquia (7,10%), Egito (4,05%), Italia (3,44%), Ird (2,48%),
Espanha (2,23%), Brasil (1,96%) e México (1,61%). Em 2020, a produgdo de tomate abrangeu
uma area de producéo de, aproximadamente, 5 milhdes de ha e uma producdo de 187 milhdes
de toneladas (FAOQ, 2022).
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O tomate é uma das principais olericolas produzidas no Brasil, a &rea de tomate encerrou
2018 com queda de 11,8% frente a de 2017 (CEPEA, 2018). A reducdo se deve sobretudo a
industria, que diminuiu sua area em 17,6%, devido aos estoques elevados de polpa. A safra
2019 foi estimada em 4,075 milhdes de toneladas, com area plantada de 58 mil hectares (IBGE,
2019). Para a safra de 2022, a area plantada de tomate é de, aproximadamente, 51 mil hectares
e, uma producéo estimada em 3,5 milhdes de toneladas (IBGE, 2022).

Muitas doencgas acometem o tomateiro, causando grande reducao da produtividade e da
qualidade do produto, caracteristica que exige um tratamento preventivo das doencas
(EMBRAPA, 2006). Dentre os principais fitopatdgenos que atacam a cultura do tomateiro,
destacam-se os fungos: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Murcha-de-fuséario),
Rhizoctonia solani (Mela-de-rizoctonia), Sclerotium rolfsii (Podridao-de-esclerécio),
Sclerotinia sclerotiorum (Podridao-de-esclerotinia), Phytophthora infestans (Requeima),
Septoria lycopersici (Septoriose) e Alternaria solani (Pinta-preta).

A avaliacdo do custo de producdo do tomate industrial na safra de 2019 revelou que,
aproximadamente, 30% do gasto com a cultura estava relacionado com a aquisicdo de
defensivos agricolas para controle de pragas e doencgas (IFAG, 2019). O investimento com
fungicidas durante o ciclo da cultura representa um percentual de 18% do custo total de
producdo do tomate.

O alto custo de producdo das culturas agricolas, principalmente as olericolas, e a
complexidade do controle de fungos fitopatogénicos habitantes de solo direcionam a adoc¢éo de
medidas alternativas e eficientes para manejo das doencas, reduzindo os custos e 0s impactos

a0 meio ambiente.
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3. HIPOTESES

I. O BLE inibe o crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos habitantes de solo,
apresentando uma concentracdo 6tima para tal finalidade.

Il. Biochars produzidos em temperaturas mais elevadas apresentam maior capacidade de
controle de fungos fitopatogénicos.

I11. Aaplicacdo de BLE ao solo favorece o controle de Sclerotium rolfsii.

IV. A associacdo BLE + T. afroharzianum aumenta a disponibilidade de nutrientes no solo.
V. A combinacdo BLE + T. afroharzianum melhora a nutricdo e o desenvolvimento da planta

de tomate, além de potencializar o controle do fungo S. rolfsii.
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito direto do BLE no controle de diferentes fungos fitopatogénicos, como:
Fusarium oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici (isolado CEN1456), Macrophomina
phaseolina (isolado 429), Sclerotinia sclerotiorum, S. sclerotiorum (isolado CEN1147),
Sclerotium rolfsii (isolado CEN216), Sclerotium cepivorum (isolado CEN1357), Rhizoctonia
solani. Como também, os mecanismos indiretos associados ao BLE e a combinacdo BLE + T.
afroharzianum na reducdo dos impactos negativos da doenca causada por S. rolfsii em
tomateiro.

4.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito direto do BLE na inibicdo do crescimento micelial de diferentes fungos
fitopatogénicos habitantes de solo em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) sintético.

2. Determinar o efeito da temperatura de pirolise na efetividade do biochar em inibir o
crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos habitantes de solo.

3. Quantificar a concentragdo 6tima de aplicacdo de BLE para o controle de diferentes fungos
fitopatogénicos habitantes de solo.

4. Avaliar o efeito da combinacdo BLE + T. afroharzianum nas propriedades quimicas do solo.
5. Avaliar o efeito da combinacdo BLE + T. afroharzianum nos indices agrondmicos do
tomateiro.

6. Avaliar os mecanismos indiretos decorrentes do uso do BLE e T. afroharzianum no controle

S. rolfsii em tomateiro.
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6. EFEITOS DO BIOCHAR DE LODO DE ESGOTO SOBRE FUNGOS
FITOPATOGENICOS E MICRORGANISMOS BENEFICOS

6.1. RESUMO

Biochar (BCH) é um produto sdélido, rico em carbono, obtido pelo aquecimento de biomassa
sob condicBes controladas de oxigenagdo, processo conhecido como pirdlise. Seus beneficios
estdo associados as melhorias de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo. Além
disso, 0 BCH pode afetar o crescimento de microrganismos fitopatogénicos. Apesar dos
avangcos em pesquisas nessa area, ainda ha escassez de informacdo sobre o efeito da
concentracdo de BCH sobre diferentes microrganismos habitantes do solo. Este trabalho
avaliou o efeito direto do biochar de lodo de esgoto (BLE) no crescimento in vitro de diferentes
fungos habitantes de solo. Foram avaliados oito fitopatdgenos [Fusarium oxysporum, F.
oxysporum f. sp. lycopersici (CEN1456), Macrophomina phaseolina (429), Sclerotinia
sclerotiorum, S. sclerotiorum (CEN1147), Sclerotium rolfsii (CEN216), Sclerotium cepivorum
(CEN1357), Rhizoctonia solani] e um agente de controle biolégico [Trichoderma
afroharzianum (CEPA T-22)] submetidos ao crescimento em meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar) sintético enriquecido com BLE. Foram avaliados dois biochars (produzidos a
300 e 500 °C) e aplicados em diferentes doses: 0,0 (controle); 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 (g de
BCH/100 mL de BDA). Os resultados demonstraram que o0s biochars apresentam efeito
inibitorio ao crescimento micelial dos diferentes fungos avaliados. Observou-se que ha certa
especificidade de concentracdo de biochar que deve ser avaliada para controle dos
fitopatdgenos. Na maior parte dos casos, as concentragdes 0,4 e 0,6% apresentaram maior efeito
inibitdrio nos fitopatdgenos, e ndo afetaram o agente de controle biologico. Portanto, o BLE se
mostrou um produto promissor para controle de diferentes fitopatdgenos habitantes do solo.

Palavras-chave: Biossolidos, pir6lise, crescimento micelial, controle bioldgico.
6.2. ABSTRACT

Biochar (BCH) is a solid product, rich in carbon, obtained by heating biomass under controlled
conditions of oxygenation, a process known as pyrolysis. Its benefits are associated with
improvements in the physical, chemical and biological properties of the soil. In addition, BCH
can affect the growth of phytopathogenic microorganisms. Despite advances in research in this

area, there is still a lack of information on the effect of BCH concentration on different soilborne
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microorganisms. This work evaluated the direct effect of sewage sludge biochar (SSB) on the
in vitro growth of different soilborne fungi. Eight phytopathogens [Fusarium oxysporum, F.
oxysporum f. sp. lycopersici (CEN1456), Macrophomina phaseolina (429), Sclerotinia
sclerotiorum, S. sclerotiorum (CEN1147), Sclerotium rolfsii (CEN216), Sclerotium cepivorum
(CEN1357), Rhizoctonia solani] and a biological control agent [Trichoderma afroharzianum
(CEPA T-22)] submitted to growth in synthetic PDA (Potato-Dextrose-Agar) culture medium
enriched with SSB. Two biochars (produced at 300 and 500 °C) and applied at different doses
were evaluated: 0.0 (control); 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1.0 (g BCH/100 ml PDA). The results
showed that the biochars have an inhibitory effect on the mycelial growth of the different fungi
evaluated. It was observed that there is a certain specificity of biochar concentration that must
be evaluated for the control of phytopathogens. In most cases, concentrations of 0.4 and 0.6%
had a greater inhibitory effect on phytopathogens, and did not affect the biological control
agent. Therefore, SSB proved to be a promising product for the control of different soilborne
phytopathogens.

Keywords: Biosolids; pyrolysis; mycelial growth; biological control.
6.3. INTRODUCAO

O biochar (BCH) é um material sélido, rico em carbono (C) (MARSHALL et al., 2019;
TIAN et al., 2019), obtido por meio do tratamento térmico de biomassas sob condicdes
controladas de oxigenacdo, em um processo denominado pirdlise (SOHI, 2012; SAMOLADA
e ZABANIOTOU, 2014). A multifuncionalidade do BCH tem despertado o interesse da
comunidade cientifica mundial. Na agricultura, o BCH tem sido avaliado como fertilizante e
condicionador do solo com diversos beneficios para a sanidade do solo.

O BCH também pode controlar patdégenos de plantas. Diferentes mecanismos tém sido
usados para explicar essa agdo inibitéria do BCH. O BCH apresenta uma variedade de
compostos organicos que podem individualmente ou combinados suprimir ou estimular
microrganismos habitantes de solo (SPOKAS et al., 2011; SUN et al., 2015). Os principais
compostos identificados em biochars que apresentam efeitos adversos no crescimento e
sobrevivéncia de microrganismos incluem: etilenoglicol e propilenoglicol, acidos
hidroxipropidnico e hidroxibutirico, acido benzoico e o-cresol, quinonas (resorcinol e
hidroquinona) e 2-fenoxietanol (GRABER et al., 2010; BUSS et al., 2015). Distintos biochars
produzidos a partir de madeira de eucalipto e residuos vegetais apresentaram dois compostos
organicos em comum: o acido latico e o acido glicélico (JAISWAL et al., 2015). Sabe-se que
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ambos 0s compostos organicos apresentam atividade fungicida (ABBASI et al., 2009;
HASSAN et al., 2015). Recentemente, foi demonstrado que o biochar também apresenta um
efeito ‘priming’ na expressdo génica das plantas, regulando positivamente as vias e 0s genes
envolvidos na defesa e crescimento. De acordo com Jaiswal et al. (2020), os principais
compostos envolvidos nessa fungdo do biochar incluem &cido jasménico, brassinosteroides,
citocinas, auxina, flavonoides e fenilpropanoides.

A presenca de &cidos fulvicos e hiumicos no BCH também pode aumentar a resisténcia
das plantas ao ataque de patdgenos. Esses acidos organicos aumentaram o acumulo de
compostos fendlicos e flavonoides relacionados a resisténcia a doengas em plantas de uva (XU
et al., 2019). A atividade antifungica desses acidos também foi previamente demonstrada,
podendo inibir em até 68% o crescimento das hifas de Calonectria pseudonaviculata
(SAMAVAT et al., 2020). A matéria organica dissolvida, formada por diferentes moléculas
organicas, incluindo algumas substancias humicas, quando liberada do biochar pode modificar
a estrutura da comunidade microbiana (ZHANG et al., 2020).

Além disso, o efeito do biochar na estrutura e diversidade microbiolégica do solo tem
favorecido determinados géneros de microrganismos, tais como Pseudomonas, Bacillus e
Trichoderma, sendo estes organismos associados a promocao de crescimento de plantas,
supressao de doencas e outros possiveis papéis ecolégicos (JAISWAL et al., 2018). O género
Trichoderma tem se destacado por apresentar diferentes espécies e mecanismos de controle de
fitopatégenos (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016). Esses microrganismos ndo apenas
controlaram a incidéncia da podriddo do colo e da raiz de plantas de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.), causada pelo fungo Lasiodiplodia theobromae, mas também, promoveram o
crescimento da planta (LATHA et al., 2011). Dessa forma, o uso de BCH, ao favorecer o
aumento de microrganismos benéficos no solo, tem se mostrado uma alternativa promissora no
manejo de doencas de plantas com maiores vantagens em comparacgdo ao uso de fungicidas
quimicos. Entre os microrganismos benéficos, o Trichoderma spp. pode apresentar efeito
sinérgico quando combinado com BCH no controle de fungos patogénicos do solo (ARAUJO
et al., 2019a). O BCH pode aumentar a sobrevivéncia e crescimento da populacdo de
Trichoderma spp. (GRABER et al., 2010; VECSTAUDZA et al., 2018). Espécies de
Trichoderma sdo amplamente reconhecidas pela capacidade de estimular o crescimento e a
produtividade das plantas (SINGH et al., 2015), além de estar entre 0s microrganismos mais

estudados e utilizados como agentes de biocontrole de doencas vegetais em todo o0 mundo.
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As caracteristicas fisico-quimicas dos biochars sdo afetadas pelo tipo de matéria-prima
e pela temperatura de pirdlise adotada, entre outros fatores (MUKOME et al., 2013,
FIGUEIREDO et al., 2018; TOMCZYK et al., 2020). Isso tem sido amplamente demonstrado
para diferentes fungdes dos biochars. A concentracao e a disponibilidade de nutrientes (funcéo
fertilizante), a capacidade de retengdo/degradacao de poluentes orgénicos (ZHANG et al., 2013)
e inorganicos (FIGUEIREDO et al., 2019), o poder alcalinizante (CHINTALA et al., 2014), a
porosidade e a retencdo de agua (LIU et al., 2017) sdo algumas fungdes dos biochars que séo
afetadas pelo tipo de matéria-prima e pelas condicdes de pirolise e podem interferir na acdo do
BCH como agente de controle de patdgenos. Por exemplo, o pH do BCH pode alterar a
composicao e a atividade das comunidades microbianas do solo (GOROVTSOV et al., 2020).
De forma semelhante, mudancas na condutividade elétrica (CE) do meio podem alterar as taxas
de sobrevivéncia dos fungos (KONG et al., 2012). Logo, variacbes de CE observadas em
diferentes biochars de lodo de esgoto (BLES) (FIGUEIREDO et al., 2018) podem aumentar a
sobrevivéncia e disseminagao de determinados fitopatdgenos. Essas alteracdes promovidas pela
pirélise também afetam as interacfes entre o biochar e os microrganismos habitantes do solo,
apresentando efeito sobre o desenvolvimento do patégeno e a severidade das doencas de plantas
(JAISWAL et al., 2014; AKHTER et al., 2015). Com isso, deve-se observar a especificidade
de cada material para controle de cada microrganismo.

Mesmo com o crescente nimero de estudos com BCHs de diferentes matérias-primas,
no caso especifico do BLE ainda ndo ha informacéo disponivel sobre o efeito de uma ampla
variacdo de doses de BLE, obtido por diferentes temperaturas, sobre diversos fungos
patogénicos habitantes do solo. Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de avaliar o efeito
de BLE no crescimento in vitro de diferentes microrganismos habitantes de solo, incluindo

tanto fungos fitopatogénicos como microrganismo benéfico para o desenvolvimento de plantas.
6.4. MATERIAL E METODOS

6.4.1. Producao e caracterizacao dos biochars

O BCH foi produzido a partir da biomassa de lodo de esgoto (LE) oriunda da Estacéo
de Tratamento de Esgotos (ETE) da Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal
(CAESB), localizada no bairro de Samambaia, Brasilia, DF, Brasil. O esgoto, oriundo,
predominantemente, de area doméstica, foi submetido a um sistema de tratamento em nivel
terciario, incluindo a adicdo de sulfato de aluminio. Esse sistema de tratamento engloba a

decomposic¢éo anaerdbica do lodo, como também, a remogéo do fosforo (P) e nitrogénio (N) do
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efluente liquido. Como consequéncia, a biomassa final de LE apresenta-se enriquecido em P e
N. Por outro lado, nesse processo, o potéssio (K) ndo € removido do efluente liquido, resultando
em um LE pobre neste nutriente.

O LE foi seco ao ar ateé apresentar, aproximadamente, 10% de umidade. Em seguida, foi
triturado e passado por uma peneira de 8 mm e, posteriormente, submetido as temperaturas de
300 °C e 500 °C em um forno de pirélise (Linn Elektro Therm, Eschenfelden, Alemanha) com
dimensbes de 610 x 610 x 590 mm (largura x profundidade x altura). Para realizacdo do
processo de pirdlise, o LE foi acondicionado em um recipiente metélico de 30 litros adaptado
ao espaco interno do forno contendo um sistema de saida de gés e bio-6leo, e um mecanismo
para evitar o fluxo de oxigénio. Para o controle da temperatura, uma sonda de penetracdo tipo-
K (modelo MTK-15, Sdo Paulo, Brasil) foi acoplada a um termémetro digital (KT-160A,
Swidnica, Pol6nia). O BLE foi produzido a uma taxa média de aumento de temperatura de 2,5
°C min’?, totalizando 110 e 190 min para atingir as respectivas temperaturas (300 e 500 °C), e
um tempo de residéncia de 300 minutos.

As propriedades fisico-quimicas do LE e do BLE sdo apresentadas na Tabela 1. Os
teores totais de C e N foram determinados em um analisador elementar (PE 2400, série 1 CHNS
/ O, PerkinElmer, Norwalk, EUA). O pH foi determinado em uma soluc&o de CaClz 10 umol
L', usando uma suspensdo de 1:5 (p/v, biochar:solucdo) (BRASIL, 2017). As substancias
hdmicas (SH) foram determinadas por fracionamento através da solubilidade em meio alcalino
e acido (SWIFT, 1996). As substancias humicas foram extraidas pela solu¢do NaOH 0,1 M e o
teor de carbono foi determinado de acordo com o método de Yeomans e Bremner (1988). Os
teores de macronutrientes [P, K, célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S)] foram determinados
apos a digestdo nitroperclérica (SILVA, 2009). O P foi quantificado pelo método do
molibdovanadato, o K por fotometria de chama e os demais (Ca, Mg e S) foram determinados
por espectrometria de emissdo Optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) (ICPE-
9000, Shimadzu, Japéo). Informag6es complementares sobre as metodologias utilizadas para
caracterizacdo fisico-quimica do LE e dos biochars estdo disponiveis em Figueiredo et al.
(2018) e Figueiredo et al. (2019).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do lodo de esgoto e dos biochars utilizados no estudo.

Propriedades Lodo de esgoto BLE 300 BLE 500

Umidade (%) 10,62 + 1,56 4,26 £ 0,23 3,17+0,05
Sélidos Volateis (%) 48,25 + 1,36 41,75+ 2,47 29,74 £ 1,40
Cinzas (%) 39,33 +2,38 48,27 + 1,08 60,05+ 0,51
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Carbono Fixo (%)
Carbono Inerte (%)
Carbono Total (%)
COT (%)

MOT (%)

Acido Fulvico (g kg™
Acido Humico (g kg™)
Huminas (g kg?)
Nitrogénio (%)

C/N

pH (CaCly)

CTC (mmol L?)
Fosforo (g kg?)
Potassio (g kg?)
Célcio (g kg?)
Magnésio (g kg™)
Enxofre (g kg?)
Boro (mg kg?)
Cobre (mg kg?)
Ferro (g kg?)
Manganés (mg kg™)
Zinco (mg kg™)
Rendimento (%)

1,79 +£0,52
3,23+0,39
18,58 + 0,26
17,45+ 0,85
30,09 £ 1,47
24,10 £ 0,58
8,45+ 0,39
146,28 + 3,00
3,99 +£0,05
4,66 + 0,02
5,48 +£0,02
286,67 + 1,53
22,81+1,84
0
13,17+0,21
2,53 +0,06
13,70+ 0
0
100,00 £ 0
15,40+ 0,17
100+ 0
400,00+ 0

5,72+1,55
2,86 £0,34
19,92 +0,28
18,61+ 0,09
32,09 +0,15
23,89+ 0,33
7,51+0,11
139,90 + 1,21
5,05+1,16
3,95+0,96
6,04 + 0,04
265,00 + 2,00
30,94 + 1,97
0
11,33+0,15
2,77 £ 0,06
15,10+ 0
0
113,33 + 5,77
16,40 £ 0,10
100+0
503,33 + 5,77
82,48 +1,10

7,04 £ 0,86
3,18 £ 0,08
18,65+ 0,18
16,90 + 0,85
29,13 + 1,47
15,12+ 0,50
2,92 +£0,05
143,49 + 2,85
5,03+0,88
3,71+0,77
6,50 + 0,01
224,67 + 1,53
33,74+2,12
0
19,47 + 0,47
3,13+ 0,06
23,13+ 0,46
0
130,00 + 10,00
16,93 + 0,06
103,33 + 5,77
433,33 £ 57,74
64,32 + 0,60

capacidade de troca de cétions.

Valores médios + desvio padrdo (n = 3); COT: carbono orgénico total; MOT: matéria organica total; CTC:

6.4.2. Bioensaio: biochar e o crescimento in vitro de fungos habitantes de solo

O estudo foi realizado no Departamento de Fitopatologia, localizado no Instituto de

adicionado o BLE e, posteriormente, autoclavado.

Ciéncias Biologicas — UnB. Inicialmente, o biochar foi macerado em almofariz e,
posteriormente, passado em peneira com malha de 500 um. O meio de cultura foi produzido a
partir de Batata-Dextrose-Agar (BDA - Acumedia®, Michigan, Estados Unidos da América),

sendo formulado adotando-se 39 g de BDA sintético em 1 litro de agua destilada, sendo

Foram testadas diferentes concentracdes dos BLES produzidos a 300 e 500 °C, sendo o

tratamento com 0 g de BLE por 100 mL de BDA definido como controle. As concentragdes
estudadas foram: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 (g de BLE/100 mL de BDA). Os meios de cultura
foram vertidos em placas de Petri, sendo padronizado o uso de 25 mL de meio por placa. Os

fungos foram repicados de col6nias com 7 dias, sendo utilizado um perfurador com 6 mm de
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diametro, adotando-se um disco por placa. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repetigdes.

Avaliou-se o crescimento micelial de nove fungos habitantes de solo, contemplando seis
géneros distintos, sendo oito microrganismos fitopatogénicos e um fungo amplamente utilizado
no controle biolégico de doencas de plantas. Os fungos fitopatogénicos avaliados no
experimento foram: Fusarium oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici (isolado CEN1456),
Macrophomina phaseolina (isolado 429), Sclerotinia sclerotiorum, S. sclerotiorum (isolado
CEN1147), Sclerotium rolfsii (isolado CEN216), Sclerotium cepivorum (isolado CEN1357),
Rhizoctonia solani. O microrganismo benéfico avaliado foi o fungo Trichoderma
afroharzianum (CEPA T-22).

Os microrganismos foram submetidos a incubacdo em temperatura ambiente (variando
de 22 a30°C) e 12 horas de luminosidade. A excecdo foi o fungo Sclerotium cepivorum (isolado
CEN1357), em que a incubagdo ocorreu em estufa incubadora Eletrolab (modelo
EL202/3LED), a 20 °C e 12 horas de luminosidade.

As avaliacdes iniciaram 24 horas ap6s a montagem do experimento, sendo realizadas
medic¢des diarias do crescimento micelial (mm), por um periodo de 4 a 10 dias, com pagquimetro
digital (150 mm/MTX).

O percentual de controle exercido pelos biochars sobre os diferentes fungos foi
calculado de acordo com seguinte equacéao:

T(0)-T(m) x 100
T(0)

(%) Control =

em que T(0) é o diametro do crescimento micelial (mm) do fungo em meio de cultura sem BLE
e T(m) é didametro do crescimento micelial (mm) do fungo em meio de cultura com BLE na

concentracdo de maior inibi¢cdo do microrganismo.

6.4.3. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises foram realizadas utilizando o programa
IBM SPSS Statistics, versdao 23.0 (IBM, 2015), e os graficos desenvolvidos por meio do
programa SigmaPlot, versdo 12.5 (SYSTAT SOFTWARE, 2013).
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O enriquecimento dos meios de cultura com BLE causou reducdo no crescimento
micelial de diferentes fungos habitantes de solo, demonstrando um efeito direto sobre os
microrganismos (Figura 1). Os resultados do presente estudo demonstraram que ha certa
especificidade da concentracdo de biochar utilizada sobre o crescimento de fungos habitantes

do solo (fitopatogénicos e benéficos).

Controle BLE 300

Figura 1. Inibicdo do crescimento micelial do fungo Sclerotium rolfsii acarretada pelo
enriguecimento do meio de cultura BDA com biochar de lodo de esgoto produzido a 300 (a) e
500 °C (b).

Os efeitos do BLE sobre o crescimento micelial de distintas espécies de fungos
habitantes de solo séo apresentados nas Figuras 2, 3 e 4. Nas figuras, os microrganismos foram
agrupados de acordo com sua classificacdo cientifica, primeiramente os fitopatégenos e por
Gltimo o microrganismo benéfico. Na Figura 2 sdo apresentados os efeitos do BLE sobre fungos
do filo Ascomycota, (F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici (CEN1456) e M.
phaseolina (isolado 429), na Figura 3 os fungos do filo Ascomycota, ordem Helotiales (S.
sclerotiorum, S. sclerotiorum (CEN1147) e S. cepivorum (CEN1357) e na Figura 4 os fungos
do filo Basidiomycota (S. rolfsii (CEN216) e R. solani) e o agente de controle bioldgico T.

afroharzianum (CEPA T-22), filo Ascomycota.
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Figura 2. Crescimento micelial in vitro dos fungos Fusarium oxysporum, F. oxysporum f. sp.

lycopersici (CEN1456) e Macrophomina phaseolina (isolado 429) na presenca de BLESs obtidos

a 300 e 500 °C. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05). As barras de erro indicam o desvio padrdo da média (n = 5).
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Figura 3. Crescimento micelial in vitro dos fungos Sclerotinia sclerotiorum, S. sclerotiorum
(CEN1147) e Sclerotium cepivorum (CEN1357) na presencga de BLEs obtidos a 300 e 500 °C.
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barras de erro indicam o desvio padrdo da média (n = 5).
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Os biochars produzidos em diferentes temperaturas afetaram de forma distinta o
crescimento dos fungos avaliados. Como destacado anteriormente, a temperatura de pirélise é
um dos fatores que mais afetam as caracteristicas fisico-quimicas do biochar (FIGUEIREDO
et al., 2018). As caracteristicas alteradas pelas temperaturas de pirolise podem afetar o
crescimento dos microrganismos. Esse efeito pdde ser observado na avali¢cdo dos fungos F.
oxysporum (Figura 2) e S. sclerotiorum (CEN1147) (Figura 3), em que biochars produzidos em
diferentes temperaturas de pirélise acarretaram efeitos distintos em relacdo ao crescimento dos
fungos.

Com base na temperatura de pirélise, 0 BLE produzido a 300 °C apresentou capacidade
inibitéria ao crescimento de F. oxysporum, todavia, quando a mesma matéria-prima foi
pirolisada a 500 °C, tal BLE nédo demonstrou efeito sobre o crescimento micelial do fungo. Por
outro lado, na avaliacdo de S. sclerotiorum (CEN1147), apenas o BC 500 afetou o crescimento
do microrganismo. Os resultados do presente trabalho corroboram aqueles obtidos em vaso por
Rogovska et al. (2017), que demonstraram variagdo na capacidade de controle de Fusarium
virguliforme quando biochars produzidos a partir de diversas matérias-primas e temperaturas
foram testados, destacando a importancia de se avaliar diferentes doses de BCH no controle de
microrganismos fitopatogénicos. Ainda no estudo de Rogovska et al. (2017), os autores
apontaram o efeito direto dos compostos organicos liberados do biochar e a mudancas nas
propriedades microbioldgicas e enzimaticas do solo como mecanismos de controle.

De forma geral, os biochars de lodo de esgoto apresentaram capacidade inibitoria in
vitro em diferentes fungos habitantes de solo. As concentracdes de 0,4 e 0,6% de BLE
destacaram-se como as mais promissoras para o controle de fungos fitopatogénicos. Entretanto,
na maior parte dos ensaios realizados com 0s microrganismos, observa-se que em
concentragdes do BLE superiores a 0,8% ha perda da capacidade de inibicdo e até mesmo um
provavel estimulo ao crescimento micelial dos fungos. Verificou-se ainda que baixas
concentracdes de BLE, menores que 0,4%, ndo apresentaram efeito no crescimento micelial
dos fungos estudados, tanto nos fitopatdgenos quanto no microrganismo benéfico avaliado.

O padrdo de controle dos fitopatdgenos observado neste experimento se assemelha a
estudos com biochars obtidos de multiplas matérias-primas que demonstraram uma curva de
resposta (dose de biochar versus crescimento do fungo) em forma de “U”, sendo as doses
intermediarias responsaveis pelos melhores resultados na supressdo de doencas (ZWART e
KIM, 2012; JAISWAL et al., 2014; FRENKEL et al., 2017). Tais autores relataram que as doses
mais elevadas de BCH adotadas em cada ensaio foram responsaveis pela maior incidéncia de
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doenca. Esse padrdo de resposta em que baixas doses de BCH reduzem a doenca e que em altas
doses hd um estimulo foi descrito como ‘efeito hormese’ (JAISWAL et al., 2014). Visto
também que cada patossistema (patdégeno-hospedeira) apresentava uma relacdo de
especificidade com a dose e o tipo de biochar utilizado.

Em condigdes de campo ou em vaso, as doses de biochars utilizadas para controle de
fitopatdgenos normalmente variam de 0 a 20%. Zwart e Kim (2012) avaliaram doses de biochar
de madeira de pinheiros (Pinus taeda, P. palustris, P. echinata, P. elliotti) (0 a 20% em relacédo
ao volume do vaso) e observaram que a menor dose (5%) foi responsavel pelo maior controle
da doenca, e que dose maiores (10 e 20%) apresentaram menor efeito ou possivel expansédo da
lesdo necrética causada por Phytophthora cactorum em mudas de bordo vermelho (Acer
rubrum). De forma semelhante, Jaiswal et al. (2014) demonstraram que biochars produzidos a
partir de lascas de madeira de eucalipto e residuos vegetais, pirolisados a 350 e 600 °C,
apresentavam efeito supressor ao damping-off causado por R, solani em pepino quando
concentraces de até 1% (massa/massa) foram utilizadas. Doses de 3% aumentaram
significativamente o damping-off em até 82% em comparacdo com o controle.

O presente estudo demonstrou que o efeito direto do BLE no crescimento micelial de
diferentes microrganismos habitantes de solo ocorre em uma faixa de dose que varia de 0 a 1%
(massa/volume). Apds ampla revisdo de literatura, Frenkel et al. (2017) concluiram que ainda
ndo ha uma dose predefinida de BCH que possa ser adotada em diferentes patossistemas. 1sso
requer mais estudos de sistemas individuais de plantas-patogeno-biochar. Além disso,
demonstraram a importancia de se compreender 0s mecanismos que estdo envolvidos na
supressdo e promocao de doencas apoOs aplicacdo do biochar, de modo a se desenvolver
protocolos eficientes para tal finalidade.

H& poucos trabalhos in vitro envolvendo o uso de BLE e seu efeito direto sobre
fitopatdgenos. A supressdo desses microrganismos € normalmente abordada envolvendo os
mecanismos indiretos associados ao controle de doencas em plantas, como: resisténcia
induzida, a alteracdo das comunidades microbianas benéficas, o conteudo e oferta de nutrientes,
biotoxinas e compostos semelhantes a fitohorménios derivados de biochar (GRABER et al.,
2014). Resultados envolvendo efeito direto in vitro do BLE no controle de fitopatdgenos foi
abordado por Araujo et al. (2019a), demonstrando a inibi¢do do crescimento micelial do fungo
M. phaseolina quando doses de 0,5 e 1,0% (massa/volume) foram adotadas. Vale ressaltar que

0 uso do BLE em conjunto com Trichoderma apresentou efeito sinérgico, proporcionando
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maior desenvolvimento de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) (ARAUJO et al., 2019a),
como também, em soja (Glycine max) (ARAUJO et al., 2019b).

O presente trabalho coloca em destaque o uso do BLE no controle de doencas de plantas
por apresentar propriedades que impactam diretamente o crescimento in vitro de diferentes
géneros de fungos fitopatogénicos habitantes de solo. Esses resultados abrem uma perspectiva
de que a aplicacdo desse material ao solo, associando suas caracteristicas fisico-quimicas com
a possibilidade de englobar diferentes mecanismos de supressdo de doencas, possa reduzir o

uso de produtos quimicos na agricultura, favorecendo uma producdo mais sustentavel.

6.5.1. Percentual de controle dos microrganismos versus temperatura de pirolise

Na tabela 2 sdo apresentados os percentuais de controle decorrentes do uso do BLE
sobre diferentes microrganismos. De maneira geral, os BLES apresentaram controle sobre os
fungos avaliados com percentual de inibicdo variando de 6,19% em R. solani até 26,75% em S.
sclerotiorum. Os maiores percentuais de controle observados no presente estudo (Tabela 2),
associados ao uso do BLE 300, sdo descritos para os fungos R, solani e S. rolfsii (CEN216)
com inibicdo de crescimento micelial de 23 e 18,41%, respectivamente. Com o uso do BLE
500, observa-se maior capacidade de inibicdo para os fungos S. sclerotiorum e S. cepivorum

(CEN1357) com percentual de controle de 26,75 e 25,22%, respectivamente.

Tabela 2. Percentual de controle acarretado pelo uso de biochar de lodo de esgoto.

PERCENTUAL DE CONTROLE
MICRORGANISMOS

BLE 300 BLE 500

Fusarium oxysporum 8,70 -

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (CEN1456) 11,58 6,37
Macrophomina phaseolina (429) 11,17 17,63
Sclerotinia sclerotiorum 16,91 26,75
Sclerotinia sclerotiorum (CEN1147) - 12,95
Sclerotium cepivorum (CEN1357) 11,41 25,22
Sclerotium rolfsii (CEN216) 18,41 17,92
Rhizoctonia solani 23,00 6,19
Trichoderma afroharzianum (CEPA T-22) 8,75 10,74

Os resultados obtidos nos ensaios com fungos do género Fusarium demonstraram uma
capacidade de controle direto exercida pelos BLEs. Entretanto, 0 aumento do pH, descrito por

Gatch et al. (2017) como um dos mecanismos com efeito parcialmente supressor no fungo F.
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oxysporum f. sp. spinaciae, ndo se aplica aos resultados obtidos com BLE no presente trabalho,
Vvisto que, os maiores percentuais de inibigdo dos fungos do género Fusarium ocorreram com 0
BLE 300, material com menor pH quando comparado ao BLE 500. Zong et al. (2018), por
exemplo, relataram que a aplicacdo de BLE ocasionou um aumento de pH tanto em solos
argilosos como arenosos. Consequentemente, o possivel efeito do aumento de pH causado pelo
BLE, suprimindo o crescimento micelial dos microrganismos estudados neste trabalho, poderia
ser associado aos ensaios com os fungos S. sclerotiorum, S. sclerotiorum (CEN1147), M.
phaseolina (429), S. cepivorum (CEN1357), e T. afroharzianum (CEPA T-22), em que 0 USO

BLE 500 acarretou maior capacidade de controle.

6.5.2. Caracteristicas fisico-quimicas que afetam a capacidade de inibi¢do dos biochars

A caracterizacao fisico-quimica dos BLES demonstrou presenca de teores consideraveis
de calcio (Ca) em sua composicdo (Tabela 1). Ensaios in vitro contemplando produtos
compostos por Ca demonstraram inibicdo significativa do crescimento micelial de P.
cinnamomi, como também, reducdo na producdo de esporangios, clamidésporos e zoGsporos
quando utilizadas concentracdes milimolares de Ca?* (SERRANO et al., 2012). A
caracterizacdo dos BLEs utilizados neste trabalho também destacou a presenca de uma
variedade de micronutrientes em sua composi¢do, em especial o zinco, manganés e cobre. O
uso de fertilizante contendo micronutrientes, dentre eles o zinco e 0 manganés, foi proposto
como uma alternativa para o controle de Verticillium dahliae Kleb. (ZHANG et al., 2021). Esses
autores demonstraram em um ensaio in vitro que essas propriedades quimicas foram
responsaveis pela inibicdo do crescimento micelial, reducdo da producdo de melanina e
microesclerocio de V. dahliae, além de associar tal efeito ao fato de determinados
micronutrientes serem também observados em fungicidas inorganicos. Os biochars utilizados
no presente estudo tém se destacado por apresentar tais caracteristicas quimicas e acarretar
inibicdo micelial (efeito direto) sobre cinco géneros de fungos fitopatogénicos.

Outra caracteristica fisico-quimica observada nos BCHs ¢ a variacdo da condutividade
elétrica (CE) de acordo com a temperatura de pirélise (KHANMOHAMMADI et al., 2015;
YUAN et al., 2015). No presente trabalho, o enriquecimento do meio de cultura BDA com
doses crescentes de BLE 300 e BLE 500 pode ter acarretado um aumento da CE do meio onde
cresciam os fungos. Como consequéncia, ha a possibilidade de reducéo da eficiéncia do BLE

no controle de determinados fitopatdgenos, principalmente quando doses mais elevadas foram
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adotadas. Kong et al. (2012) descreveram um aumento da taxa de sobrevivéncia de diferentes
fungos do género Phytophthora em resposta ao aumento da CE do meio.

No presente estudo, as doses de BLE avaliadas no crescimento dos fungos foram
inferiores aquelas adotadas em outros trabalhos com BCHs produzidos com matérias-primas
distintas. Copley et al. (2015), por exemplo, observaram que o enriquecimento do meio de
cultura com diferentes concentracdes (1, 3 e 5%) de biochar de casca de madeira produzido a
700 °C proporcionou um aumento na extensdo linear e na taxa de crescimento de R. solani em
comparagdo com meio de cultura sem adicdo de biochar. Sendo atribuido esse resultado a varios
compostos organicos presentes no extrato de biochar de casca de madeira que poderiam ser
metabolizados pelo fitopatogeno.

O uso de BLE foi responsavel pelo controle dos fungos do género Fusarium, em que 0
biochars avaliados neste experimento demonstraram capacidade de inibicdo dos fungos
variando de 6,37 a 11,58% (Tabela 2). Heck et al. (2019) desenvolveram diferentes ensaios
avaliando o controle de F. oxysporum f. sp. cubense. Em um dos experimentos in vitro os
autores observaram que a adicdo de biochar de serragem de Eucalyptus spp. ao meio cultura
ndo proporcionou efeito inibitério significativo no crescimento micelial do fungo. Em
contrapartida, em seu segundo ensaio, 0s autores observaram que compostos volateis liberados
pelo BCH foram capazes de reduzir o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. cubense.

A ampla variedade de compostos organicos presentes em BCHSs tem sido destacada por
apresentar efeito inibitério sobre determinados microrganismos habitantes de solo (SPOKAS
et al., 2011; SUN et al., 2015). Dentre os principais compostos organicos identificados em
BCHs e que apresentam potencial supressivo, destacam-se: etilenoglicol e propilenoglicol,
acidos hidroxipropidnico e hidroxibutirico, acido benzoico e o-cresol, quinonas (resorcinol e
hidroquinona) e 2-fenoxietanol (GRABER et al., 2010; BUSS et al., 2015). O &cido latico e 0
acido glicdlico, observados em biochars produzidos a partir de madeira de eucalipto e residuos
vegetais (JAISWAL et al., 2015), sdo amplamente reconhecidos por sua atividade fungicida
(ABBASI et al., 2009; HASSAN et al., 2015).

A caracterizacéo fisico-quimica do BLE realizada no presente estudo demonstrou que
BLEs produzidos em menores temperaturas de pirolise (300 °C) possuem maiores proporcdes
de solidos volateis. A presenca de compostos organicos volateis (VOCs) pode impactar
diretamente os microrganismos de solo (GOROVTSOV et al., 2020) podendo inibir/estimular

diretamente os processos microbianos e vegetais (SPOKAS et al., 2011). Consequentemente, o
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maior efeito inibitorio causado pelo BLE 300 em determinados fitopatdgenos estudados neste
trabalho pode estar associado a maior fracdo de solidos volateis presente em sua composicao.

Outra caracteristica fisico-quimica associada ao controle de doencgas em plantas diz
respeito a presenca de acidos falvicos e humicos no BCH. A atividade antifungica desses acidos
foi capaz de inibir em até 68% o crescimento das hifas de Calonectria pseudonaviculata
(SAMAVAT et al., 2020). Com maiores teores de acidos fulvicos e himicos no presente
trabalho, o BLE 300 demonstrou maior capacidade de controle sobre quatro microrganismos
em relacdo ao BLE 500, sendo eles: F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici (CEN1456),
S. rolfsii (CEN216) e R. solani. A capacidade de controle variou de 8,70 a 23%. A matéria
organica dissolvida, formada por diferentes moléculas organicas, dentre elas algumas
substancias humicas, quando liberadas do biochar pode modificar a estrutura da comunidade
microbiana (ZHANG et al., 2020).

As caracteristicas inerentes aos BLES avaliados no presente trabalho demonstram uma
variacdo dos teores de carbono e suas fragdes de acordo com a temperatura de pirélise utilizada.
Avaliando essa peculiaridade e o desenvolvimento de microrganismo habitante de solo,
Rogovska et al. (2017) associaram menor incidéncia de podriddo radicular causada por F.
virguliforme aos maiores teores de carbono fixo presentes no biochar. No entanto, os resultados
do presente trabalho ndo seguiram esse padrdo, onde o BCH produzido a 500 °C, mesmo
apresentando maior teor de carbono fixo que o BCH produzido a 300 °C, n&o apresentou melhor
capacidade de controle dos fitopatdgenos, principalmente quando avaliados contra Fusarium.

O uso de BLEs, produzidos a 300 e 500 °C, foi eficiente no controle in vitro de R. solani,
com percentual de inibicdo de crescimento micelial variando de 6,19 a 23% (Tabela 2). Para o
controle desse patogeno, o uso de biochar obtido em menor temperatura tem se mostrado mais
eficiente quando adotadas concentracGes de BLE variando de 0,4 a 0,6%. Jaiswal et al. (2015)
demonstraram que biochars produzidos a partir de madeira de eucalipto e de residuos vegetais
tambem apresentam efeito direto, em ensaio in vitro, no controle de R. solani, sendo as maiores
doses (variando de 0 a 3%) responsaveis pelos melhores resultados de inibi¢do. Entretanto, os
autores destacam gue mesmo que 0s BHCs apresentem compostos antifungicos, como os acidos
lacticos e glicolicos, a curva de resposta da toxicidade direta dos biochars em relagdo ao
patdgeno pode ndo ser a tendéncia observada em condigdes que envolvam planta, solo, biochar,
dose e patdgeno.

A avaliacédo do fungo T. afroharzianum (CEPA T-22) (Figura 4) demonstrou que o BLE

apresenta atividade inibitoria ao crescimento micelial do fungo em determinadas doses. Tal
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resultado foi verificado com o Biochar 300 na concentragéo 0,6% e com Biochar 500 nas doses
de 0,8 e 1,0%. Todavia, as doses que apresentaram maior efeito inibitério sobre os fungos
fitopatogénicos nédo interferiram no crescimento micelial de tal agente de controle biologico,
principalmente quando avaliado o efeito do biochar produzido a 500 °C.

O impacto sobre fungos benéficos, como os do género Trichoderma, em meio
enriquecido com biochar é de suma importancia para adogdo de préaticas de controle de doengas
de plantas com menor impacto ao meio ambiente, em que diferentes alternativas sdo adotadas
de forma consorciada. Araujo et al. (2019a) observaram que o efeito sinérgico do BLE em
conjunto com Trichoderma potencializa o controle in vitro de M. phaseolina, como também,
promove 0 maior desenvolvimento de plantas de feijéo (Phaseolus vulgaris, cv. BRS Estilo) na
presenca ou auséncia do fitopatdgeno. O uso do biochar em conjunto com o Trichoderma tem
demonstrado que além do maior desenvolvimento e produtividade de plantas cultivadas
(ARAUJO et al., 2019b), este efeito aditivo acarreta melhorias da fertilidade do solo, maior
absorcdo de nutrientes e promovem o crescimento das populacfes fungicas e bacterianas da
rizosfera (SANI et al., 2020).

No presente estudo, o BLE se mostrou promissor para o controle de diferentes
microrganismos fitopatogénicos, contudo, seu uso com esta finalidade deve observar a
especificidade que ha com cada fungo e a concentracdo que melhor se enquadra com o este
objetivo.

6.6. CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que o BLE pirolisado a 300 °C foi eficiente no
controle de todos os fungos avaliados, com exce¢cdo do fungo Sclerotinia sclerotiorum
(CEN1147). Da mesma forma, o biochar produzido a 500 °C também foi eficiente no controle
dos fungos fitopatogénicos, com excecdo do F. oxysporum. Apesar da interferéncia no
crescimento micelial do agente de controle bioldgico T. afroharzianum (CEPA T-22), as
concentracdes de biochar que inibiram a maioria dos fungos fitopatogénicos ndo interferiram
de forma negativa no microrganismo benéfico. Conclui-se também que, independentemente da
temperatura de pirolise, o uso de BLE em baixas concentragdes (até 1%) apresenta efeito direto
no controle in vitro de diferentes fungos fitopatogénicos, como também, ha concentragdes
especificas para tal finalidade. Portanto, o BLE pode ser usado no controle de fungos
patogénicos habitantes do solo. Além disso, as informac6es obtidas sobre a especificidade entre

doses e fungos ajudardo na definicao de estratégias de uso do biochar em condigdes de campo.
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7. BIOCHARDE LODO DE ESGOTO E Trichoderma afroharzianum NO CONTROLE
DE Sclerotium rolfsii em MUDAS DE TOMATE

7.1. RESUMO

Biochar (BCH) é um produto solido oriundo da decomposicdo térmica de um material
organico em condigdes limitantes ou ausentes de oxigénio. O uso do BCH esta associado a
melhorias das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo. O BCH vem sendo
amplamente estudado por suprimir determinados fitopatdgenos, reduzindo assim o seu efeito
deletério em plantas cultivadas. No entanto, estudos sobre a associacdo de BCH com
microrganismos benéficos no controle de fungos patogénicos ainda sdo limitados. Neste
trabalho foi avaliado o efeito direto do biochar de lodo de esgoto (BLE) combinado ou ndo com
Trichoderma afroharzianum no crescimento in vitro do fitopatdgeno Sclerotium rolfsii. Foi
avaliado também o efeito da combinacdo BLE + T. afroharzianum, na auséncia ou presenca do
fitopatogeno S. rolfsii, na producdo de mudas de tomate cv. Coracdo de Boi. O experimento in
vitro contou com o0s seguintes tratamentos: S. rolfsii em BDA (controle); S. rolfsii em BDA +
BLE; S. rolfsii x T. afroharzianum em BDA,; S. rolfsii x T. afroharzianum em BDA + BLE. No
experimento com plantas foram avaliados 0s seguintes tratamentos: 1) espécie vegetal (EV)
(controle); 2) EV + BLE; 3) EV + T. afroharzianum; 4) EV + BLE + T. afroharzianum; 5) EV
+ S. rolfsii; 6) EV + BLE + S. rolfsii; 7) EV + T. afroharzianum + S. rolfsii; 8) EV + BLE + T.
afroharzianum + S. rolfsii. No ensaio in vitro, a utilizagdo de BLE em conjunto com o T.
afroharzianum potencializou o efeito de controle sobre o fitopatégeno S. rolfsii, sendo
observada uma inibicdo do crescimento micelial de, aproximadamente, 70%. A combinagéo
BLE + T. afroharzianum foi responsavel pelo maior desenvolvimento das mudas de tomate,
tanto na auséncia como presenca do fitopatogeno S. rolfsii. Na presenca do fungo S. rolfsii foi
observado um incremento de 27% em massa fresca de parte aérea e, aproximadamente, 130%
em massa fresca de raiz em comparacéo a ndo adogéo de medidas de controle do fitopatdgeno.
Portanto, a combinacdo BLE + T. afroharzianum pode ser vista como uma estratégia a ser
incluida no manejo para produgdo de mudas de tomate, auxiliando também no controle de

fitopatogenos.

Palavras-chave: Biossolido, Solanum lycopersicum, Fitopatdgenos, Controle bioldgico.
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7.2. ABSTRACT

Biochar (BCH) is a solid product resulting from the thermal decomposition of an organic
material under limiting conditions or in the absence of oxygen. The use of BCH is associated
with improvements in the physical, chemical and biological properties of the soil. BCH has
been widely studied for suppressing certain phytopathogens, thus reducing its deleterious effect
on cultivated plants. However, studies on the association of BCH with beneficial
microorganisms in the control of pathogenic fungi are still limited. In this work, the direct effect
of sewage sludge biochar (SSB) combined or not with Trichoderma afroharzianum on the in
vitro growth of the phytopathogen Sclerotium rolfsii was evaluated. The effect of the
combination SSB + T. afroharzianum, in the absence or presence of the phytopathogen S.
rolfsii, on the production of tomato seedlings cv. Coracao de Boi. The in vitro experiment had
the following treatments: S. rolfsii in PDA (control); S. rolfsii in PDA + SSB; S. rolfsii x T.
afroharzianum in PDA,; S. rolfsii x T. afroharzianum in PDA + SSB. In the experiment with
plants, the following treatments were evaluated: 1) plant species (PS) (control); 2) PS + SSB;
3) PS + T. afroharzianum; 4) PS + SSB + T. afroharzianum; 5) PS + S. rolfsii; 6) PS + SSB +
S. rolfsii; 7) PS + T. afroharzianum + S. rolfsii; 8) PS + SSB + T. afroharzianum + S. rolfsii. In
the in vitro assay, the use of SSB together with T. afroharzianum potentiated the control effect
on the phytopathogen S. rolfsii, with an inhibition of mycelial growth of approximately 70%.
The combination SSB + T. afroharzianum was responsible for the greater development of
tomato seedlings, both in the absence and presence of the phytopathogen S. rolfsii. In the
presence of the fungus S. rolfsii, an increase of 27% in shoot fresh mass and approximately
130% in root fresh mass was observed in comparison to the non-adoption of phytopathogen
control measures. Therefore, the combination SSB + T. afroharzianum can be seen as a strategy
to be included in the management for the production of tomato seedlings, also helping to control

phytopathogens.

Keywords: Biosolid, Solanum lycopersicum, Phytopathogens, Biological control.
7.3. INTRODUCAO

Biochar (BCH) é um produto solido obtido apds a pirdlise de biomassas
predominantemente organicas (SOHI, 2012; DUAN et al., 2020). O processo de pirdlise é
caracterizado pela decomposicdo térmica do material em condi¢des limitantes ou ausentes de
oxigénio (SAMOLADA e ZABANIOTOU, 2014), em que diferentes matérias-primas podem
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ser usadas para a producdo de biochar (GHODAKE et al., 2021). Como fertilizante ou
condicionador do solo, seu uso contribui para melhorias dos atributos fisicos (DUARTE et al.,
2019), quimicos (FARIA et al., 2018) e bioldgicos do solo (WONG et al., 2019).

A incorporacdo de BCH aumenta a capacidade de retencdo de agua no solo (HUANG
et al., 2021), reduz a perda de nutrientes por lixiviagdo (ALKHARABSHEH et al., 2021),
adiciona nutrientes disponiveis para as plantas (AHMAD et al., 2022), corrige a acidez do solo
(LAURICELLA et al., 2021), promove o sequestro de carbono (SANCHEZ-GARCIA et al.,
2019), podendo ainda reduzir as emissdes de gases de efeito estufa do solo (DAWAR et al.,
2021). Além disso, BCH pode melhorar a sincronia temporal entre a demanda das culturas por
nitrogénio (N) e a disponibilidade de N oriundo do solo (YU et al., 2018).

A possibilidade do BCH, quando adicionado ao solo, provocar uma inibicdo ou mesmo
suprimir fitopatdgenos e, consequentemente, reduzir a severidade, ou até mesmo evitar o
acometimento de doencas em plantas, tem despertado a atencdo em diferentes estudos (ARIF
etal., 2021; Da SILVA et al., 2022; De MEDEIROS et al., 2022). A efetividade do BCH para
controlar fitopatdgenos é variavel com o tipo de matéria-prima utilizada para sua producéo, as
condicdes de pirdlise e a concentracdo/quantidade de BCH aplicada (JAISWAL et al., 2015).

O BCH, quando adicionado ao solo, pode modificar o sistema rizosfera-raiz-solo-
patégeno em fungdo de suas varias propriedades fisicas e quimicas, como contetudo de
nutrientes, capacidade de retencdo de &gua, atividade redox, capacidade de adsorcdo, pH e
compostos toxicos e semelhantes a hormoénios (GRABER et al., 2014). O fornecimento de
nutrientes melhora as propriedades morfoldgicas, histolégicas e funcionais dos tecidos das
plantas, como também, mantém um alto nivel de compostos inibitdrios em seus tecidos,
permitindo respostas rapidas das plantas ao ataque de patogenos (DATNOFF et al., 2007). A
disponibilidade de nutrientes por meio da aplica¢cdo de BCH ao solo pode reduzir a severidade
da doenca.

O BCH altera a estrutura e a diversidade da microbiota do solo, e consequentemente,
favorece determinados grupos de microrganismos associados a promocao de crescimento de
plantas, supressdo de doencas e outros possiveis papéis ecolégicos (JAISWAL et al., 2018a).
Tais impactos na microbiota da rizosfera sdo tidos como mecanismos indiretos de controle de
fitopatdgenos (JAISWAL et al., 2018b). A interacdo entre BCH e microrganismos benéficos,
como o Trichoderma, demonstra a viabilidade de associacdo de diferentes mecanismos de

inibicdo de fitopatdgenos. Esta interagdo possibilita potencializar a capacidade de controle de
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doencas, favorecendo melhores resultados de desenvolvimento das plantas (ARAUJO et al.,
2019a; ARAUJO et al., 2019b).

As espécies do fungo Trichoderma sdo amplamente reconhecidas pela capacidade de
estimular o crescimento e a produtividade das plantas (SINGH et al., 2015). Os mecanismos
associados a esta capacidade envolvem: aumento da disponibilidade de nutrientes no solo
(ZHANG et al., 2019); da eficiéncia e reciclagem de nutrientes (MERCL et al., 2020); liberacéo
de compostos estimuladores de crescimento (HERRERA-JIMENEZ et al., 2018); e o controle
de doencas (BADER et al., 2020).

A resposta de crescimento de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) e a supresséao
de F. oxysporum f. sp. lycopersici com o uso do BCH é dependente do tipo de matéria prima
pirolisada (AKHTER et al., 2015). Ainda de acordo com esses autores, o0 BCH foi capaz de
alterar exsudatos radiculares de tomate, e, consequentemente, melhorar a resposta da planta ao
estresse da doenca. Biochars preparados a partir de duas matérias-primas (madeira de eucalipto
e residuos de casa de vegetacao), produzidos a 350 e 600 °C, aplicados em concentragdes baixas
promoveram o crescimento de plantas, como também, suprimiram o “damping-off” causado
por R. solani (JAISWAL et al., 2014).

A interacdo entre biochar de lodo de esgoto (BLE) e T. harzianum demonstrou uma
maior capacidade de controle do fungo Macrophomina phaseolina em feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) quando comparada com a aplicacdo individual dos métodos de controle (ARAUJO et
al., 2019a). Logo, a complexidade do controle de fungos fitopatogénicos habitantes de solo
exige a adocdo de medidas alternativas e eficientes para manejo das doencas, reduzindo 0s
custos e os impactos ao meio ambiente.

O tomate é uma das principais olericolas produzida no Brasil (CEPEA, 2018). Muitas
doengas acometem o tomateiro, causando grande reducdo da produtividade e da qualidade do
produto, caracteristica que exige um tratamento preventivo das doencas (EMBRAPA, 2005).
Dentre os principais fitopatdgenos que atacam a cultura do tomateiro, destacam-se os fungos:
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (Murcha-de-fusario), Rhizoctonia solani (Mela-de-
rizoctonia), Sclerotium rolfsii (Podridao-de-esclerdcio), Sclerotinia sclerotiorum (Podridédo-de-
esclerotinia), Phytophthora infestans (Requeima), Septoria lycopersici (Septoriose), Alternaria
solani (Pinta-preta).

O alto custo de producgdo das culturas agricolas, principalmente as olericolas, e a
complexidade do controle de fungos fitopatogénicos habitantes de solo direcionam a ado¢édo de
medidas alternativas e eficientes para manejo das doencas, reduzindo os custos e 0s impactos
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ao meio ambiente. Com base nesse cenario, este trabalho teve como objetivo avaliar o uso de
BLE em combinagdo com T. afroharzianum para controle de S. rolfsii in vitro e em mudas de

tomate.
7.4. MATERIAL E METODOS

7.4.1. Obtencéo e caracterizacgéo dos biochar

O BCH foi produzido a partir da biomassa de lodo de esgoto (LE) oriunda da Estacéo
de Tratamento de Esgotos (ETE) da Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal
(CAESB), localizada em Samambaia, Brasilia, DF, Brasil. O esgoto, oriundo,
predominantemente, de area doméstica, foi submetido a um sistema de tratamento em nivel
terciario, incluindo a adicdo de sulfato de aluminio. Esse sistema de tratamento engloba a
decomposicdo anaerdbica do lodo, como também, a remocdo do fosforo (P) e nitrogénio do
efluente liquido. Como consequéncia, a biomassa final de LE apresenta-se enriquecida em P e
N. Por outro lado, nesse processo, o potassio (K) ndo € removido do efluente liquido, resultando
em um LE pobre neste nutriente.

O LE foi seco ao ar até apresentar, aproximadamente, 10% de umidade. Em seguida, foi
triturado e passado por uma peneira de 8 mm e, posteriormente, submetido a temperatura de
300 °C em um forno de pirélise (Linn Elektro Therm, Eschenfelden, Alemanha) com dimens@es
de 610 x 610 x 590 mm (largura x profundidade x altura). Para realizacdo do processo de
pirdlise, o LE foi acondicionado em um recipiente metalico de 30 litros adaptado ao espaco
interno do forno contendo um sistema de saida de gas e bio-6leo, e um mecanismo para evitar
o fluxo de oxigénio. Para o controle da temperatura, uma sonda de penetracéo tipo-K (modelo
MTK-15, S&o Paulo, Brasil) foi acoplada a um termdmetro digital (KT-160A, Swidnica,
Pol6nia). O BLE foi produzido a uma taxa média de aumento de temperatura de 2,5 °C min™,
totalizando 110 minutos para atingir a temperatura de 300 °C, e um tempo de residéncia de 300
minutos.

As propriedades fisico-quimicas do LE e do BLE s&o apresentadas na Tabela 3. Os
teores totais de carbono (C) e N foram determinados em um analisador elementar (PE 2400,
série Il CHNS / O, PerkinElmer, Norwalk, EUA). O pH foi determinado em uma solugéo de
CaClz 10 pmol L™, usando uma suspenséo de 1:5 (p/v, biochar:solugdo) (BRASIL, 2017). As
substancias humicas (SH) foram determinadas por fracionamento através da solubilidade em
meio alcalino e acido (SWIFT, 1996). As substancias humicas foram extraidas pela solucéo

NaOH 0,1 M e o teor de carbono foi determinado de acordo com o método de Yeomans e
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Bremner (1988). Os teores de macronutrientes [P, K, célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S)]
foram determinados ap0s a digestdo nitroperclérica (SILVA, 2009). O P foi quantificado pelo
método do molibdovanadato, 0 K por fotometria de chama e os demais (Ca, Mg e S) foram
determinados por espectrometria de emissdo dptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) (ICPE-9000, Shimadzu, Japéo). Informaces complementares sobre as metodologias
utilizadas para caracterizacdo fisico-quimica do LE e do biochar estdo disponiveis em
Figueiredo et al. (2018) e Figueiredo et al. (2019).

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas do lodo de esgoto (LE) e do biochar (BLE 300 °C)
utilizado no estudo.

Propriedades Lodo de esgoto BLE 300 °C
Umidade (%) 10,62 + 1,56 4,26 £ 0,23
Sélidos Volateis (%) 48,25 + 1,36 41,75 £ 2,47
Cinzas (%) 39,33+2,38 48,27 £ 1,08
Carbono Fixo (%) 1,79+0,52 5,72+ 1,55
Carbono Inerte (%) 3,23+0,39 2,86+0,34
Carbono Total (%) 18,58 + 0,26 19,92 + 0,28
COT (%) 17,45+ 0,85 18,61+ 0,09
MOT (%) 30,09 £ 1,47 32,09 £ 0,15
Acido Fulvico (g kg 24,10 + 0,58 23,89+ 0,33
Acido Hamico (g kg™) 8,45 + 0,39 7,51+0,11
Huminas (g kg?) 146,28 + 3,00 139,90+ 1,21
Nitrogénio (%) 3,99 + 0,05 505+1,16
CIN 4,66 £ 0,02 3,95+0,96
pH (CaCly) 5,48 £ 0,02 6,04 £ 0,04
CTC (mmol L1 286,67 £ 1,53 265,00 £ 2,00
Fosforo (g kg?) 22,81+1,84 28,70+ 0,33
Potassio (g kg?) 0 0
Célcio (g kg?) 13,17+ 0,21 11,33+0,15
Magnésio (g kg™) 2,53 + 0,06 2,77 £ 0,06
Enxofre (g kg?) 13,70+ 0 15,10+ 0
Boro (mg kg™?) 0 0
Cobre (mg kg™) 100,00+ 0 113,33 £ 5,77
Ferro (g kgl) 15,40+ 0,17 16,40 + 0,10
Manganés (mg kg™) 100+ 0 100+ 0
Zinco (mg kg™) 400,00+ 0 503,33 + 5,77
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Rendimento (%) - 81,21 + 3,30

Valores médios + desvio padrdo (n = 3); COT: carbono organico total; MOT: matéria organica total; CTC:

capacidade de troca de céations.

7.4.2. Biochar de lodo de esgoto e Trichoderma afroharzianum na inibicéo do crescimento

micelial de Sclerotium rolfsii

O experimento foi realizado no Departamento de Fitopatologia, localizado no Instituto
de Ciéncias Bioldgicas — UnB. O BCH foi macerado em almofariz e, posteriormente, passado
em peneira com malha de 500 um. O meio de cultura para os testes in vitro foi Batata-Dextrose-
Agar (BDA - Acumedia®, Michigan, Estados Unidos da América), sendo preparado adotando-
se 39 g de BDA sintético em 1 litro de agua destilada. Apos tal procedimento, o BCH foi
adicionado ao Erlenmeyer contendo o preparo do meio de cultura e autoclavado a 121 °C por
30 minutos. Apo6s o resfriamento (50 °C), o meio de cultura foi vertido em placas de Petri (~25
mL por placa).

Um experimento preliminar foi conduzido com diferentes concentracfes de BLE com
intuito de determinar a dose com maior percentual de controle do fungo S. rolfsii. Esse teste
demonstrou que a concentracdo de 0,6% (0,6 g de biochar por 100 mL de meio de cultura)
expressou 0 maior controle sobre o crescimento micelial do fungo.

Os fungos T. afroharzianum (CEPA T-22) e S. rolfsii (isolado CEN216) foram
transferidos para meio de cultura BDA. Discos de micélio com 10 mm de didmetro foram
retirados das bordas das colonias de T. afroharzianum e de S. rolfsii, ambos com sete dias de
crescimento, e repicados para placas em que foram realizados os pareamentos.

Os tratamentos deste experimento foram: S. rolfsii em BDA (controle); S. rolfsii em
BDA + BLE; S. rolfsii x T. afroharzianum em BDA,; S. rolfsii x T. afroharzianum em BDA +
BLE.

O experimento contou com cinco repeti¢oes, em delineamento inteiramente casualizado,
sendo mantido em temperatura ambiente (variando de 12 a 26 °C) e periodo de incidéncia
luminosa de aproximadamente 12 horas. As avalia¢Ges iniciaram 24 horas ap6s a montagem do
experimento, sendo realizadas medi¢des diarias do crescimento micelial, totalizando um
periodo de 120 horas. As medi¢des foram realizadas com paquimetro digital (150 mm/MTX).

Este experimento foi conduzido almejando avaliar a capacidade de biocontrole do T.
afroharzianum (CEPA T-22) em meio BDA e o possivel efeito aditivo com o BLE no controle
in vitro do fitopatogeno.
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7.4.3. Efeito do biochar e T. afroharzianum em mudas de tomate

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Biologia da UnB, com intuito de
avaliar o efeito do BLE, do T. afroharzianum e da associacdo BLE + T. afroharzianum,
aplicados no substrato, no desenvolvimento de mudas de tomate em telado. Nesse experimento
foram avaliadas também a capacidade desses tratamentos no controle de S. rolfsii (isolado
CENZ216) e a mitigacdo dos efeitos deletérios ocasionados por esse fitopatdgeno.

O BCH foi passado em peneira com malha de 500 micrdmetros e adotada a dose de
0,6% (v/v) em decorréncia do experimento in vitro anteriormente realizado. O substrato
escolhido para semeadura das sementes foi Bioplant®, sendo este formulado a partir de turfa
de Sphagnum, fibra de coco, casca de arroz, casca de pinus e vermiculita.

Nesse experimento foi avaliado o tomate de mesa cv. Coracdo de Boi (marca Feltrin®),
que apresenta habito de crescimento indeterminado. A semeadura da espécie vegetal ocorreu
em bandejas para mudas, sendo utilizadas duas sementes por célula.

Para a producdo do in6culo, aproximadamente 200 mL de BDA foram vertidos em
Erlenmeyer de 1 L. Com o resfriamento e solidificacdo do meio de cultura, foi realizada a
repicagem do fitopatdgeno S. rolfsii. Apos 48 horas de crescimento do fungo, o Erlenmeyer foi
deslacrado, sendo adicionado em torno de 250 g de arroz parboilizado autoclavado. Visto que,
para a realizacdo da autoclavagem do arroz, foi necessario o acréscimo de 25 mL de &gua
destilada, representando 10% da massa do arroz. Os Erlenmeyer foram novamente lacrados e,
0 arroz submetido a coloniza¢do pelo fungo por 7 dias. A cada 24 horas, os Erlenmeyer eram
agitados, objetivando a colonizagcdo homogénea do arroz. Foi realizado 0 mesmo procedimento,
entretanto, sem a adi¢éo do S. rolfsii, para compor os tratamentos sem o fitopatdgeno.

A infestacdo do substrato com o patdgeno foi realizada 3 dias antes da semeadura do
tomate cv. Coracdo de Boi (marca Feltrin®), sendo adotado 5 g de arroz colonizado pelo
patdgeno L™ de substrato (FALCAO et al., 2005). O agente de controle bioldgico T.
afroharzianum foi aplicado ao substrato em dois momentos, na montagem do experimento e no
dia da semeadura do tomate. No primeiro momento, foi definida a dose de 1 mL da suspenséo
de T. afroharzianum (5 x 10° UFC mL™) por litro de substrato. No segundo momento, foi
aplicado 0,1 mL da suspensdo por célula da bandeja de mudas.

Os tratamentos utilizados foram: 1) espécie vegetal (EV) (controle); 2) EV + BLE; 3)
EV + T. afroharzianum; 4) EV + BLE + T. afroharzianum; 5) EV + S. rolfsii; 6) EV + BLE +
S. rolfsii; 7) EV + T. afroharzianum + S. rolfsii; 8) EV + BLE + T. afroharzianum + S. rolfsii.

O experimento foi irrigado a cada 24 horas, sendo adotado um volume de agua de,
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aproximadamente, 10 mL por célula da bandeja. Todos os tratamentos foram irrigados de forma
igualitéria.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trinta e
duas repeticdes. Desse total, 7 plantas com 35 dias ap0s semeadura foram retiradas ao acaso
para determinacdo dos pardmetros agronémicos, tais como: massa fresca (g), massa seca (g) e

comprimento (cm), tanto de parte aérea como raiz.

7.4.4. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05). As analises foram realizadas utilizando o programa
IBM SPSS Statistics, versdao 23.0 (IBM, 2015), e os graficos desenvolvidos por meio do
programa SigmaPlot, versdo 12.5 (SYSTAT SOFTWARE, 2013).

7.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.5.1. Biochar de lodo de esgoto e Trichoderma afroharzianum na inibigéo do crescimento

micelial de Sclerotium rolfsii

A adicdo de BLE em BDA resultou na inibicdo do crescimento micelial do fungo
fitopatogénico S. rolfsii (Figura 5). Esse resultado foi observado a partir de 24 horas apés
montagem do ensaio, sendo esse efeito presente durante todos os periodos de avaliacdo do
crescimento do fungo. Apo6s 120 horas de incubac¢do, o BLE proporcionou uma inibicdo de,

aproximadamente, 15% do crescimento micelial do S. rolfsii.
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Figura 5. Pareamento de espécies em meio de cultura sem e com BLE [0,6%]. T1: Sclerotium

rolfsii em BDA (controle); T2: S. rolfsii em BDA + BLE; T3: S. rolfsii x Trichoderma
afroharzianum em BDA; T4: S. rolfsii x T. afroharzianum em BDA + BLE. SR - S. rolfsii.

Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre tratamentos, em cada tempo

avaliado, de acordo com o teste de Duncan (p<0,05).

A capacidade do BLE controlar diferentes fungos fitopatogénicos ja foi abordada em
trabalhos anteriores, sendo esses resultados observados desde condigdes in vitro (ARAUJO et
al., 2021), como também, em casa de vegetacdo (ARAUJO et al., 2019a). Araujo et al. (2021)
demonstraram que para cada fitopatdgeno ha uma dose especifica de BLE que apresenta maior
inibicdo micelial, da mesma forma que, diferentes temperaturas de pirélise podem influenciar
no controle desses microrganismos.

O controle de fitopatogenos observado no presente estudo também pode ser alcangado
com biochars obtidos de diversas matérias-primas tais como lascas de madeiras, fragdo orgéanica
dos residuos solidos urbanos e residuos vegetais (BONANOMI et al., 2018).

A capacidade de BCHs controlar de forma direta microrganismos fitopatogénicos esta
associada a composicdo quimica desse material. Nos BCHs, a presenca de determinados
compostos como etilenoglicol e propilenoglicol, acidos hidroxipropiénico e hidroxibutirico,
acido benzoico e o-cresol, quinonas (resorcinol e hidroquinona) e 2-fenoxietanol afetam o
crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos (GRABER et al., 2010). Dentre os
mecanismos dessa interacdo hd tambem o efeito toxico dos compostos organicos volateis
(VOC) que atuam diretamente sobre 0s microrganismos (GOROVTSOQV et al., 2020).

Os resultados do pareamento de espécies também evidenciaram a capacidade
antagonista do T. afroharzianum sobre o S. rolfsii. A partir de 72 horas de incubagéo, houve
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uma inibicdo acentuada do fitopatdgeno pela presenca do T. afroharzianum, sendo essa inibicéo
potencializada nos periodos posteriores de avaliagdo (Figura 5). Consequentemente, na Gltima
avaliacdo, apds 120 horas, foi observada uma inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno
de, aproximadamente, 40%.

Diferentes espécies do fungo Trichoderma apresentam atividade antagonista sobre o
crescimento do S. rolfsii (KUSHWAHA et al., 2018). Esses autores observaram uma
capacidade de inibicdo que variou de 50,85 a 63,60% apds 72 horas de incubacdo e,
descreveram a producdo de metabdlitos volateis toxicos como responsavel pelo efeito de
inibicdo do crescimento micelial e pela reducdo da formacao de esclerdcios pelo patégeno. Hua
et al. (2021) abordaram a producdo de gliotoxina por Trichoderma virens T23 como um dos
mecanismos envolvidos no controle de S. rolfsii. Os autores destacam a gliotoxina como um
importante metabolito antifingico e, demonstraram que esse metabdlito é responsavel por
alteragBes nas células das hifas de S. rolfsii, ocasionando redugdo do numero e comprimento
das cristas mitocondriais.

Suriyagamon et al. (2018) destacaram a importancia do fungo Trichoderma para
controle do S. rolfsii, sendo o T. harzianum o agente de controle bioldgico avaliado no estudo
com maior eficiéncia de controle, apresentando 90% de inibicdo contra o fitopatdgeno em
ensaio in vitro. Resultado semelhante ao descrito por Hirpara et al. (2017), em que o T.
harzianum promoveu uma inibicdo superior a 60% do crescimento micelial do S. rolfsii,
podendo esse controle estar associado a liberacdo de antioxidantes no meio de crescimento do
fungo durante o antagonismo, suprimindo o estresse oxidativo e a peroxidacéo lipidica micelial,
resultando em uma inibig&o do crescimento do patogeno.

Os resultados do presente estudo demonstram um efeito aditivo da utilizagdo de BLE
em conjunto com o T. afroharzianum, potencializando a inibi¢éo sobre o fitopatogeno S. rolfsii.
Os resultados de supressdo sdo observados desde o inicio das avaliagdes (Figura 5). Ao final do
periodo de incubacdo, foi possivel contabilizar uma supressao de, aproximadamente, 70% do
crescimento micelial do fungo S. rolfsii. A associacdo de BLE com T. afroharzianum superou
os efeitos individuais desses agentes de controle, realgando o efeito aditivo que ha no controle
desse fitopatdgeno.

A composicao quimica do BCH e a sua interferéncia nas propriedades fisico-quimicas
do meio em que € inserido sdo fatores importantes que interferem no desenvolvimento de
organismos, tais como fungos e nematoides (MARRA et al., 2018). A matéria organica

dissolvida, composta por diferentes moléculas orgénicas, dentre elas, algumas substancias
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hdmicas, quando liberadas do BCH podem alterar a estrutura da comunidade microbiana
(ZHANG et al., 2020).

O efeito aditivo entre BCH e Trichoderma ja foi demonstrado em estudos com outras
espécies de microrganismos e plantas. Araujo et al. (2019a) observaram que a associacdo BLE
+ Trichoderma harzianum foi responsavel pelo controle do fitopatdgeno Macrophomina
phaseolina, tanto em ensaio in vitro como em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris). De forma
semelhante, a associacdo BCH de residuos vegetais + Trichoderma aureoviride URM 5158
reduziu em 75% a gravidade da podridao da raiz da mandioca (Manihot esculenta) (da SILVA
et al., 2022). Estes autores destacam a capacidade do Trichoderma em competir com outros
microrganismos por espaco e nutrientes, visto que o BCH foi responsavel por um incremento
de carbono, P e K. Essa competicdo por recursos entre o Trichoderma e os fitopatdgenos

favorece a uma reducdo da gravidade da doenca.

7.5.2. Efeito do biochar e T. afroharzianum em mudas de tomate

A aplicacdo exclusiva ou combinada de T. afroharzianum e BLE no substrato para
producdo de mudas de tomate resultou em maior desenvolvimento das plantas. As mudas que
receberam BLE e T. afroharzianum, tanto em conjunto como isolados, apresentaram maior
comprimento de parte aérea e raiz (Figura 6). A aplicacdo combinada BLE + T. afroharzianum
favoreceu um aumento de 47% no comprimento de parte aérea das mudas de tomate.
Comportamento similar foi observado quando o fitopatdgeno S. rolfsii foi inoculado no sistema,
visto que, a utilizacdo de BLE e T. afroharzianum amenizou os efeitos deletérios acarretados
pelo patogeno (T1). A utilizacdo do BLE em conjunto com T. afroharzianum (T8) garantiu
maior desenvolvimento radicular das mudas de tomate em comparagdo controle + patdgeno
(T5), sendo observado um incremento de 3,30 cm, 0 que representa um aumento superior a
38%. Esse resultado foi superior aos demais tratamentos em que foi realizada a aplicacdo

isolada de BLE e T. afroharzianum.
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Figura 6. Comprimento da parte area e raizes (cm) das mudas de tomate cv. Coracdo de Boi
(marca Feltrin®) em substrato sem e com Sclerotium rolfsii. T1: Controle absoluto: sem
aplicacdo de BLE ou Trichoderma afroharzianum; T2: Aplicagdo de BLE exclusivo; T3:
Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle + patégeno; T6:
BLE + patogeno; T7: T. afroharzianum + patégeno; T8: BLE + T. afroharzianum + patégeno.
Médias com letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre tratamentos pelo
teste de Duncan (p<0,05).

A combinacdo BCH + Trichoderma foi responsavel pelo incremento em atributos de
crescimento das plantas de tomate. Efeitos benéficos dessa combinacdo tém sido relatados para
diferentes condicdes experimentais. Vecstaudza et al. (2018) destacaram também a maior
sobrevivéncia de Trichoderma spp. em solo arenoso em decorréncia da aplicagédo de BCH de
madeira em experimento com centeio (Secale cereale). Sani et al. (2020) observaram que essa
combinacdo, BCH de residuos de madeira + Trichoderma harzianum CEPA T-22, em
experimento com tomate resultou em melhoria de diversos indicadores de produtividade. Os
autores destacam a melhoria da fertilidade do solo, a absor¢do de nutrientes e a melhoria da
microbiota rizosférica como responsaveis pelo maior potencial de desenvolvimento.

As avaliacOes de massa fresca e massa seca das mudas de tomate confirmam os
beneficios oriundos da utilizagdo do BLE e T. afroharzianum no sistema produtivo (Figura 7).
Na auséncia do fitopatogeno S. rolfsii é possivel observar um incremento de massa fresca de
parte aérea superior a 130% em decorréncia da aplicacdo em conjunto do BLE e T.
afroharzianum. Esse mesmo tratamento foi responsavel por um aumento superior a 100% da
massa fresca radicular das mudas de tomate. Os resultados de massa seca de parte aérea e raiz
sdo semelhantes aos de massa fresca, sendo possivel realcar novamente a importancia e os

beneficios associados desse tratamento para a producdo de mudas.
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Figura 7. Massa fresca (A) e massa seca (B) da parte aérea e raizes de mudas de tomate cv.
Coracdo de Boi (marca Feltrin®) em substrato sem e com Sclerotium rolfsii. T1: Controle
absoluto: sem aplicacdo de BLE ou Trichoderma afroharzianum; T2: Aplicacdo de BLE
exclusivo; T3: Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle +
patdgeno; T6: BLE + patdgeno; T7: T. afroharzianum + patdgeno; T8: BLE + T. afroharzianum
+ patdgeno. Médias com letras iguais indicam auséncia de diferenga significativa entre
tratamento de acordo com o teste de Duncan (p<0,05).

Os efeitos benéficos do biochar para o desenvolvimento das plantas sdo decorrentes de
suas caracteristicas fisico-quimicas que envolvem disponibilidade de nutrientes, retencdo de
agua e favorecimento da microbiota benéfica do solo (De MEDEIROS et al., 2021). Ahmad et
al. (2022) observaram que a aplicagdo de BLE ao solo proporcionou um incremento em
biomassa vegetal tanto em parte aérea como raiz em Trigonella foenum-graecum (Feno-grego)
e Cicer arietinum (Grao-de-bico). Fachini et al. (2021) observaram resultado semelhante, visto
que a aplicacdo de BLE ao solo foi responsavel pelo incremento em produtividade de milho
(Zea mays). Esse resultado foi relacionado as melhorias das propriedades quimicas do solo pela
utilizagdo do BLE, principalmente em decorréncia do fornecimento de diferentes nutrientes, em
especial o P. Medeiros et al. (2020) observaram que o uso de BCHs de residuos vegetais
apresenta correlacdo positiva e significativa dos atributos quimicos do solo com as variéveis de
desenvolvimento das plantas, destacando o maior comprimento de parte aérea de plantas de
meloeiro com maiores teores de P e Mg?* e carbono organico total.

Dentre os beneficios proporcionados pela interagdo planta x Trichoderma, Contreras-
Cornejo et al. (2016) relacionaram a producdo de metabolitos secundérios produzidos pelo
fungo e liberados na rizofera como possivel responsavel pelo efeito no crescimento e nutrigdo
das plantas, na inducdo da resisténcia sisttmica e no biocontrole de microrganismos
patogénicos. Elkelish et al. (2020) observaram que o uso de T. harzianum em mudas de tomate
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além de melhorar o crescimento das plantas, aumentou a sintese de clorofila (clorofila a,
clorofila b e clorofila total) e a absor¢do de ions essenciais, incluindo nitrogénio, fosforo e
potassio.

No presente estudo, o Trichoderma afroharzianum CEPA T-22 foi responsavel pelo
incremento em biomassa tanto de parte aérea como radicular das mudas de tomate, inoculadas
ou ndo com o fitopatdgeno. Resultado semelhante foi observado no estudo de Rao et al. (2022),
em que o uso do T. atroviride melhorou o crescimento de mudas de tomate, viabilizando um
maior desenvolvimento radicular. Os autores atribuiram esse melhor desenvolvimento das
mudas de tomate a producdo de VOCs, em especial o 6-pentil-2H-piran-2-ona, pelo
Trichoderma.

Apesar do S. rolfsii ndo ter afetado a producdo de massa fresca e seca em mudas de
tomate em relacao ao controle absoluto (T1), na presenca do fitopatdgeno, a associacdo BLE +
T. afroharzianum (T8) proporcionou maior producao de massa tanto em parte aérea como raiz.
Os resultados demonstraram que essa associagdo promoveu um incremento de 27% de massa
fresca de parte aérea e, aproximadamente, 130% da massa fresca de raiz em comparagédo a nao
adocdo de medidas de controle do fitopatogeno. Os beneficios do tratamento BLE + T.
afroharzianum no controle de S. rolfsii se estendem aos resultados de massa seca das mudas de
tomate, sendo verificado um incremento radicular superior a 135% em relacdo ao néo uso de
medidas de controle da doenca.

Entre as explicacdes para o efeito aditivo observado entre BCH e Trichoderma,
destaque-se ao fato de o BCH influenciar na sobrevivéncia do Trichoderma. Por exemplo, a
capacidade do BCH derivado de madeira garantir maior sobrevivéncia de Trichoderma spp. no
solo (VECSTAUDZA et al., 2018) pode ser um dos fatores que potencializam o maior controle
da doencga, visto que diferentes espécies de Trichoderma tém se mostrado eficientes no controle
do fungo S. rolfsii (SURIYAGAMON et al., 2018). Da mesma forma, a composi¢do quimica
dos BCHs com capacidade de inibi¢gdo dos microrganismos fitopatogénicos (GRABER et al.,
2010) e a producdo de metabdlitos volateis toxicos pelo Trichoderma (KUSHWAHA et al.,
2018) sdo mecanismos que em conjunto podem ser responsaveis pelo maior controle da doenca

na combinagdo BLE + T. afroharzianum observado neste trabalho.
7.6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que 0 uso do BLE em combinacéo com T.

afroharzianum apesentou significativa inibigédo in vitro de S. rolfsii em comparacdo com a
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aplicacdo isolada de cada um. A associacdo de BLE + T. afroharzianum, foi responsavel
também pela maior producdo de biomassa em mudas de tomate na auséncia ou presenca do
fitopatégeno. Com isso, concluiu-se que a associacdo BLE + T. afroharzianum pode ser
promissora para inclusdo em ambientes de producdo de mudas de tomate, como também, no
manejo de fitopatégenos habitantes de solo. Trabalho futuros deverdo abranger os efeitos dessa

associagao sobre um maior nimero de patdgenos e culturas de interesse econdémico.
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8. BIOCHARDE LODO DE ESGOTO E Trichoderma afroharzianum NO CONTROLE
DA PODRIDAO DE ESCLEROCIO EM TOMATEIRO

8.1. RESUMO

O tomate é uma das principais olericolas produzidas no Brasil, entretanto é suscetivel a um
grande numero de fitopatdgenos, dentre eles, o fungo Sclerotium rolfsii Sacc. O uso de biochar
e Trichoderma, de forma isolada ou combinada, tem se mostrado uma estratégia promissora
para 0 manejo de fitopatdgenos habitantes de solo. Neste experimento, objetivou-se avaliar o
uso do biochar de lodo de esgoto (BLE) e T. afroharzianum no controle de S. rolfsii em
tomateiro. Foram avaliados diferentes mecanismos, tais como: biomassa de plantas, produgéo
de fendis totais e flavonoides, fluorescéncia da clorofila a e sobrevivéncia de plantas, além de
propriedades fisico-quimicas do solo. Os tratamentos estudados neste trabalho foram: 1)
Controle: sem aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; 2) Aplicacdo de BLE; 3) Aplicacédo de
T. afroharzianum; 4) BLE + T. afroharzianum; 5) controle + inoculagdo do patdgeno; 6) BLE
+ patégeno; 7) T. afroharzianum + patogeno; 8) BLE + T. afroharzianum + patdégeno. A
combinacdo BLE + T. afroharzianum promoveu maior producdo de biomassa de parte aérea
em plantas tomate, inoculadas ou ndo com o fitopatdgeno. Na auséncia do patdgeno, essa
combinacgdo também foi responséavel pelo maior desenvolvimento radicular. A combinagao
BLE + T. afroharzianum aumentou o teor de fosforo (P) disponivel no solo, tanto na auséncia
como presenca do patdgeno. Na auséncia do S. rolfsii, o tratamento BLE + T. afroharzianum
estimulou a producéo de fendis totais em relacao a aplicacdo isolada do BLE. Na presenca do
fungo S. rolfsii, a aplicacdo isolada do T. afroharzianum (T7) foi responsavel pela menor
producdo de flavonoides. A utilizacdo do BLE, associado ou ndo ao T. afroharzianum,
apresentou maior indice SPAD na auséncia do S. rolfsii. Conclui-se com esse trabalho que a
combinagdo BLE + T. afroharzianum engloba diferentes beneficios ao sistema solo-planta,
podendo ser uma ferramenta para minimizar os danos causados por fitopatdgenos habitantes de

solo.

Palavras-chave: Biossélido, Controle bioldgico, Metabdlitos secundarios, Solanum

lycopersicum.
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8.2. ABSTRACT

Tomato is one of the main vegetables produced in Brazil, however it is susceptible to a large
number of phytopathogens, including the fungus Sclerotium rolfsii Sacc. The use of biochar
and Trichoderma, alone or in combination, has shown to be a promising strategy for the
management of soilborne phytopathogens. In this experiment, the objective was to evaluate the
use of sewage sludge biochar (SSB) and T. afroharzianum in the control of S. rolfsii in tomato.
Different mechanisms were evaluated, such as: plant biomass, production of total phenols and
flavonoids, chlorophyll a fluorescence and plant survival, in addition to soil physicochemical
properties. The treatments studied in this work were: 1) Control: without application of SSB or
T. afroharzianum; 2) SSB application; 3) Application of T. afroharzianum; 4) SSB + T.
afroharzianum; 5) control + pathogen inoculation; 6) SSB + pathogen; 7) T. afroharzianum +
pathogen; 8) SSB + T. afroharzianum + pathogen. The combination SSB + T. afroharzianum
promoted higher production of shoot biomass in tomato plants, inoculated or not with the
phytopathogen. In the absence of the pathogen, this combination was also responsible for
greater root development. The combination SSB + T. afroharzianum increased the amount of
phosphorus (P) available in the soil, both in the absence and presence of the pathogen. In the
absence of S. rolfsii, the treatment SSB + T. afroharzianum stimulated the production of total
phenols in relation to the isolated application of SSB. In the presence of the fungus S. rolfsii,
the isolated application of T. afroharzianum (T7) was responsible for the lower production of
flavonoids. The use of SSB, associated or not with T. afroharzianum, showed a higher SPAD
index in the absence of S. rolfsii. It is concluded from this work that the combination SSB + T.
afroharzianum encompasses different benefits to the soil-plant system, and can be a tool to

minimize the damage caused by soilborne phytopathogens.

Keywords: Biosolid, Biological control, Secondary metabolites, Solanum lycopersicum.
8.3. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.), pertencente a familia Solanaceae, é uma das
plantas mais cultivadas no mundo. Em 2020, a area de producao dessa espécie olericola atingiu,
aproximadamente, 5 milhdes de ha e uma producéo de 187 milhdes de toneladas (FAO, 2022).
Ainda de acordo com FAO (2022), globalmente, a China é a maior produtora de tomate, sendo

responsavel por uma producéo superior a 37 milhdes de toneladas. O Brasil se destaca como o
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nono maior produtor de tomate, com producgédo aproximada de 3,6 milhdes de toneladas e uma
area de producdo de 51 mil ha (IBGE, 2022).

A cultura do tomate € amplamente reconhecida pelo grande volume de agrotoxicos
utilizados em seu ciclo produtivo, cenario decorrente da diversidade de pragas e doencas que
acometem a cultura e que podem reduzir produtividade e qualidade dos frutos (CONAB, 2019).
Dentre as doencas fangicas as quais o tomateiro é suscetivel, o Sclerotium rolfsii acarreta uma
podriddo mole e aquosa, principalmente nas folhas, hastes e frutos que ficam em contato direto
com o solo (EMBRAPA, 2006).

O Sclerotium rolfsii Sacc. [teleomorfo: Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough] € um
fungo saprofitico habitante do solo que causa doenga em mais de 500 espécies de plantas a nivel
mundial, estando presente principalmente em regiGes quentes-temperadas, subtropicais e
tropicais, especialmente sob alta umidade e condicdes quentes (PUNJA, 1985, 1988; SUN et
al., 2020). Em tomateiro (Solanum lycopersicum L.), a inoculagdo das plantas com o
fitopatogeno S. rolfsii pode ocasionar uma mortalidade superior a 85% (RAJPUT et al., 2021).

Aliar diferentes ferramentas para manejo de fitopatdgenos habitantes de solo é uma
necessidade crescente em diferentes sistemas agricolas. O uso do biochar (BCH) na agricultura
tem se destacado por promover melhorias nas propriedades fisico-quimicas (YAO et al., 2021)
e bioldgicas dos solos (YANG et al., 2022), além de propiciar o maior desenvolvimento de
plantas (CHAGAS et al., 2021) e controle de fitopatdgenos (JAISWAL et al., 2020a). A
utilizacdo do BCH para controle de doencas em plantas pode envolver diferentes mecanismos.
Rasool et al. (2021) observaram que o BCH induz a expressao de genes associados a defesa das
plantas contra o ataque de fitopatogenos, além disso, a producdo de compostos fenolicos,
catalase e peroxidase contribuem na reducéo dos danos causados pela doenca.

Outra acdo relevante do uso de BCH esta relacionada a promogdo de maior
sobrevivéncia de microrganismos benéficos no solo, dentre eles, fungos do género Trichoderma
(VECSTAUDZA etal., 2018). O Trichoderma esta associado a diferentes beneficios ao sistema
solo-planta, estando relacionado a inducéo de resisténcia a doengas (OLOWE et al., 2022), a
capacidade de solubilizagdo de nutrientes em razao dos diferentes acidos organicos e enzimas
liberados (BADER et al., 2020), a producéo de fito-horménios (ILLESCAS et al., 2021) e ao
controle de fitopatdgenos (MAHMOUD et al., 2021).

Plantas inoculadas com Trichoderma tém apresentado maior producdo de fenois totais
(KUMAR et al., 2022; EL-SHARKAWY et al., 2018). O uso desses microrganismos benéficos
para controle de doencgas em plantas estd associado também a ativacdo do sistema de defesa
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vegetal, mecanismo esse que envolve a producdo de fenol total, flavonoides, terpenoides,
antioxidante, malondialdeido e enzimas antioxidantes (catalase e peroxidase) (MAHMOUD et
al., 2021).

A combinacdo BCH + Trichoderma vem sendo evidenciada por sua capacidade de
estimular o desenvolvimento das plantas, resultando em maior produgdo de biomassa, tanto de
parte aérea como raiz (CAQO et al., 2022). Sani et al. (2020) demonstraram que a combina¢do
BCH de residuos de madeira + Trichoderma harzianum T22 foi responsavel por diferentes
melhorias nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo, visto o aumento na
disponibilidade de nutrientes e sua maior absor¢do pelas plantas, como também, o crescimento
fangico e bacteriano na rizosfera, onde a combinacdo desses beneficios resultaram em maior
produtividade em tomateiro (Lycopersicum esculentum L.), além da maior producdo de
antioxidantes e minerais.

A combina¢do BCH + Trichoderma também tem se mostrado como uma ferramenta
promissora para o controle de fitopatdgenos habitantes de solo, visto que o uso de biochar de
lodo de esgoto (BLE) juntamente com T. harzianum potencializou o controle de Macrophomina
phaseolina e garantiu maior desenvolvimento de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris)
(ARAUJO et al.,, 2019). Da Silva et al. (2022) observaram que a combinacdo BCH +
Trichoderma impacta algumas propriedades fisico-quimicas do solo e essas propriedades
podem afetar a severidade de doencas causadas por patdégenos de solo, como por exemplo, a
podriddo radicular da mandioca (Manihot esculenta Crantz), causada por Fusarium solani.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade do BLE e do T. afroharzianum (CEPA
T-22), de forma isolada ou combinada, no controle de S. rolfsii em tomateiro (Solanum

lycopersicum L.) e, compreender 0s mecanismos envolvidos nesse patossistema.
8.4. MATERIAL E METODOS

8.4.1. Obtencéo e caracterizacdo do biochar

O BCH foi produzido a partir da biomassa de lodo de esgoto (LE) oriunda da Estacéo
de Tratamento de Esgotos (ETE) da Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal
(CAESB), localizada em Samambaia, Brasilia, DF, Brasil. O esgoto, oriundo,
predominantemente, de area doméstica, foi submetido a um sistema de tratamento em nivel
terciario, incluindo a adicdo de sulfato de aluminio. Esse sistema de tratamento engloba a
decomposic¢éo anaerdbica do lodo, como também, a remocao do fésforo (P) e nitrogénio (N) do

efluente liquido. Como consequéncia, a biomassa final de LE apresenta-se enriquecida em P e
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N. Por outro lado, nesse processo, o potéssio (K) ndo € removido do efluente liquido, resultando
em um LE pobre neste nutriente.

O LE foi seco ao ar ateé apresentar, aproximadamente, 10% de umidade. Em seguida, foi
triturado e passado por uma peneira de 8 mm e, posteriormente, submetido a temperatura de
300 °C em um forno de pirdlise (Linn Elektro Therm, Eschenfelden, Alemanha) com dimensdes
de 610 x 610 x 590 mm (largura x profundidade x altura). Para realizacdo do processo de
pirélise, o LE foi acondicionado em um recipiente metalico de 30 litros adaptado ao espaco
interno do forno contendo um sistema de saida de gas e bio-6leo, e um mecanismo para evitar
o fluxo de oxigénio. Para o controle da temperatura, uma sonda de penetragéo tipo-K (modelo
MTK-15, S&o Paulo, Brasil) foi acoplada a um termdmetro digital (KT-160A, Swidnica,
Poldnia). O BLE foi produzido a uma taxa média de aumento de temperatura de 2,5 °C min?,
totalizando 110 minutos para atingir a temperatura de 300 °C, e um tempo de residéncia de 300
minutos.

As propriedades fisico-quimicas do LE e do BLE séo apresentadas na Tabela 4. Os
teores totais de carbono (C) e N foram determinados em um analisador elementar (PE 2400,
série I CHNS / O, PerkinElmer, Norwalk, EUA). O pH foi determinado em uma solucéo de
CaCl, 10 pmol L™!, usando uma suspensdo de 1:5 (p/v, biochar:solugdo) (BRASIL, 2017). As
substancias humicas (SH) foram determinadas por fracionamento através da solubilidade em
meio alcalino e acido (SWIFT, 1996). As substancias humicas foram extraidas pela solucdo
NaOH 0,1 mol L e o teor de carbono foi determinado de acordo com o método de Yeomans e
Bremner (1988). Os teores de macronutrientes [P, K, calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S)]
foram determinados apos a digestdo nitropercldrica (SILVA, 2009). O P foi quantificado pelo
método do molibdovanadato, o K por fotometria de chama e os demais (Ca, Mg e S) foram
determinados por espectrometria de emissdo dptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) (ICPE-9000, Shimadzu, Japéo). Informacdes complementares sobre as metodologias
utilizadas para caracterizagdo fisico-quimica do LE e do biochar estdo disponiveis em
Figueiredo et al. (2018) e Figueiredo et al. (2019).
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas do lodo de esgoto (LE) e do biochar (BLE 300 °C)

utilizado no estudo.

Propriedades Lodo de esgoto BLE 300 °C
Umidade (%) 10,62 + 1,56 4,26 £ 0,23
Solidos Volateis (%) 48,25 + 1,36 41,75 + 2,47
Cinzas (%) 39,33+2,38 48,27 + 1,08
Carbono Fixo (%) 1,79+0,52 572 +1,55
Carbono Inerte (%) 3,23+0,39 2,86 +0,34
Carbono Total (%) 18,58 + 0,26 19,92 + 0,28
COT (%) 17,45+ 0,85 18,61+ 0,09
MOT (%) 30,09 £1,47 32,09+£0,15
Acido Fulvico (g kg™) 24,10+ 0,58 23,89+£0,33
Acido Hamico (g kg™) 8,45 + 0,39 751+0,11
Huminas (g kg™) 146,28 + 3,00 139,90+ 1,21
Nitrogénio (%) 3,99 +£0,05 5,05+1,16
CIN 4,66 £ 0,02 3,95+0,96
pH (CaCly) 5,48 £ 0,02 6,04 + 0,04
CTC (mmol L?) 286,67 £ 1,53 265,00 £ 2,00
Fosforo (g kg?) 22,81 +1,84 28,70 £ 0,33
Potéassio (g kgl) 0 0
Célcio (g kg™) 13,17+ 0,21 11,33+0,15
Magnésio (g kg™) 2,53+ 0,06 2,77 £ 0,06
Enxofre (g kg?) 13,70+ 0 15,10+ 0
Boro (mg kg?) 0 0
Cobre (mg kg™) 100,00+ 0 113,33 +5,77
Ferro (g kgl) 15,40 £ 0,17 16,40 + 0,10
Manganés (mg kg™) 100+ 0 100+ 0
Zinco (mg kg?) 400,000 503,33 £ 5,77
Rendimento (%) - 81,21 + 3,30

Valores médios + desvio padrdo (n = 3); COT: carbono organico total; MOT: matéria organica total; CTC:

capacidade de troca de céations.

8.4.2. Biochar de lodo de esgoto e T. afroharzianum no controle de S. rolfsii em tomateiro

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Biologia da UnB, com intuito
de avaliar o desenvolvimento de plantas de tomate em casa de vegetacdo e 0s beneficios
associados ao uso do BLE e T. afroharzianum no controle do fungo S. rolfsii (isolado CEN216).
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Esse experimento é uma continuidade ao ensaio realizado com mudas de tomate.
Consequentemente, foram utilizadas as mudas produzidas no experimento anterior, dando
sequéncia aos tratamentos utilizados, conduzindo assim, as plantas por um maior periodo de
observacao quando submetidas a diferentes tratamentos para controle de S. rolfsii.

O solo utilizado no experimento foi coletado do horizonte B de um Latossolo Vermelho
Distréfico com textura argilosa (SANTOS et al., 2018), localizado em uma &rea coberta por
vegetacdo nativa do Cerrado, a uma profundidade de 95 cm, em uma trincheira localizada na
Fazenda Agua Limpa da Universidade de Brasilia (FAL-UnB). Ap6s a coleta, a acidez do solo
foi corrigida com a aplicacdo de calcario dolomitico para elevar a saturacéo por bases para 60%.
Além disso foi realizada a correcdo dos teores de P e K por meio da aplicacdo de superfosfato
simples e cloreto de potassio, respectivamente. Apos a correcao, o solo foi incubado por um
periodo de 365 dias. As caracteristicas fisico-quimicas do solo apds a corre¢do sao apresentadas

na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas de amostras de solo corrigidas que foram utilizadas

no experimento.

Caracteristica Solo corrigido
Argila (g kg?) 700
Areia (g kg?) 275
Silte (g kg?) 25
pH (H:0) 6,5
P Mehlich™* (mg dm) 5,67
Ca?* (cmol; dm®) 2,2
Mg?* (cmolc dm) 0,9
K* (mg dm™) 97,75
Enxofre disponivel (mg dm®) 32,7
Na* (cmolc dm®) 0,04
AR (cmol. dm3) 0,0
H + AIF* (cmolc dm3) 2,2
SB (cmol. dm3) 3,4
T (cmole dm™) 5,6
V% 61
m% 0
CO (g kg™ 13,3
MO (g kg?) 22,9
Boro (mg dm) 0,02
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Cobre (mg dm) 0,70

Ferro (mg dm) 55,9
Manganés (mg dm-) 4,4
Zinco (mg dm) 0,04

SB - soma de bases; t - CTC efetiva; T - CTC a pH 7; V% - saturacdo por bases; CO — carbono organico; MO —

matéria organica; m% - saturacdo por aluminio.

De acordo com os ensaios anteriores, foi definida a dose de biochar de 0,6%
(massa/massa). O BLE foi incorporado ao solo uma semana anterior ao transplantio das mudas
de tomate de mesa cv. Coragédo de Boi (marca Feltrin®), sendo utilizados vasos de 1,5 litro para
montagem do experimento. Além da aplica¢do do BLE, cada vaso recebeu 656 mg de NPK (04-
14-08). As mudas de tomate foram transplantadas com 40 dias ap0s a semeadura.

No presente estudo, o T. afroharzianum (CEPA T-22) foi aplicado ao solo em dois
momentos, no dia da incorporacao do biochar ao solo e a segunda aplicagdo juntamente com o
transplantio das mudas de tomate. Foi definida a dose de 1,5 mL da suspensdo de T.
afroharzianum (5 x 10° UFC mL™) por vaso para cada aplicacao.

Para a producdo do inoculo, aproximadamente 200 mL de BDA foram vertidos em
Erlenmeyer de 1 L. Com o resfriamento e solidificagdo do meio de cultura, foi realizada a
repicagem do fitopatdgeno S. rolfsii. Apos 48 horas de crescimento do fungo, o Erlenmeyer foi
deslacrado, sendo adicionado em torno de 250 g de arroz parboilizado autoclavado. Visto que,
para a realizacdo da autoclavagem do arroz, foi necessario o acréscimo de 25 mL de &gua
destilada, representando 10% da massa do arroz. Os Erlenmeyer foram novamente lacrados e,
0 arroz submetido & colonizagdo pelo fungo por 7 dias. A cada 24 horas, os Erlenmeyer eram
agitados, objetivando a coloniza¢do homogénea do arroz. Foi realizado o0 mesmo procedimento,
entretanto, sem a adi¢do do S. rolfsii, para compor os tratamentos sem o fitopatogeno.

A infestacdo do solo com o fitopatdgeno ocorreu juntamente com a aplicacéo do biochar,
sendo adotado 5 g de arroz colonizado pelo patdgeno kg™ de solo (FALCAO et al., 2005). Para
0s tratamentos na auséncia do fitopatdgeno, graos de arroz autoclavados foram colocados em
Erlenmeyer com BDA sem 0 microrganismo por sete dias. Foram utilizados 5 g de arroz néo
inoculado kg de solo.

O experimento contou com 0s seguintes tratamentos: 1) Controle: sem aplicacdo de BLE
ou T. afroharzianum; 2) Aplicacdo de BLE; 3) Aplicacdo de T. afroharzianum; 4) BLE + T.
afroharzianum; 5) controle + inoculagdo do patdgeno; 6) BLE + patdgeno; 7) T. afroharzianum

+ patégeno; 8) BLE + T. afroharzianum + patogeno. O experimento foi delineado em blocos
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casualizados, e contou com 4 repeti¢Ges, sendo definidas duas plantas por repeti¢do (uma planta
por vaso).

A irrigacdo foi conduzida a cada 48 horas com um volume de éagua de,
aproximadamente, 200 mL, para manter o solo préximo da capacidade de campo. Todos 0s
tratamentos receberam uma adubacgdo de cobertura no 35° dia apds o transplantio das mudas,
adotando-se a dose de 130 mg de ureia e 112,5 mg de NPK (04-14-08) por vaso.

8.4.2.1. Avaliac@es de indicadores biométricos do tomate

As avaliacBes agrondmicas das plantas de tomate foram realizadas 70 dias apds
transplantio das mudas (110 dias apds semeadura). As plantas foram coletadas inteiras (parte
aérea mais raizes) e, posteriormente, foi realizada a pesagem desses materiais, definindo a
massa fresca de parte aérea e raiz, separadamente. Foi realizada também a medicdo do
comprimento de parte aérea e raiz das plantas de tomate com intuito de observar o efeito do
BLE e do T. afroharzianum no desenvolvimento das plantas, tanto na auséncia como na
presenca do fitopatogeno. Em seguida, as plantas foram armazenadas em sacos de papel e
destinadas a secagem em estufa com circulacdo de ar a 60 °C até apresentarem peso constante,

sendo assim, contabilizada a massa seca de parte aérea e raiz.

8.4.2.2. AvaliacOes de metabolitos secundéarios produzidos pelas plantas

A coleta de material vegetal para extracdo de metabdlitos secundarios (fendis totais e
flavonoides) da planta foi realizada 70 dias apds transplantio das mudas. Foram coletadas todas
as folhas completamente desenvolvidas da planta, sendo descartadas as que apresentavam
algum dano ou estagio de senescéncia. Esse material foi acondicionado em sacos de papel e,
posteriormente, colocados em estufa de circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 45 °C
por 48 horas.

Ap0s a secagem do material, foi realizada a trituracdo das folhas, sendo utilizado um
moedor de gréos elétrico. Para extracdo dos metabdlitos secundarios das plantas de tomate, 1 g
de folha seca e triturada foi colocado em tubo Falcon e, posteriormente, adicionado 10 mL de
metanol a uma concentracdo de 80% (metanol: agua) (v/v). Os tubos Falcon foram colocados
em banho ultrassdnico por um periodo de 15 minutos. Apos essa etapa, realizou-se a filtragem
do extrato em papel filtro qualitativo (Qualy®).

Os compostos fenolicos totais foram quantificados por espectrofotometria, de acordo
com Sousa et al. (2007), com modificacGes. Em tubos de ensaio, foram adicionados 250 pL da

amostra e 1 mL de Folin-Ciocalteu (1:10) (v/v), sendo, entdo, homogeneizados. Apds 5
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minutos, foi adicionado 1 mL de Na.COs (10%) (m/v) e, novamente, homogeneizado, sendo
mantido em repouso e ao abrigo da luz durante 30 minutos. Apos o desenvolvimento de cor, foi
realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda de 765 nm. Para quantificacdo de
fenais totais, foi construida uma curva de calibracdo com diferentes concentra¢es do padrédo
(0, 15, 25, 50, 75 e 100 mg Lt de 4cido galico). A partir da equagdo da reta obtida, foram
realizados os célculos para determinagdo do teor de fendis totais, sendo os resultados expressos
em mg de EAG (equivalentes de acido galico) L™.

A quantificacdo de flavonoides foi realizada de acordo com Woisky e Salatino (1998),
com algumas modificagdes. Em tubo de ensaio, foi adicionado 2 mL do extrato metanoico
(mesmo extrato utilizado para analise do teor de fendis totais), 2 mL de cloreto de aluminio 5%
(m/v) e 2 mL de metanol. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e acondicionadas
em ambiente sem incidéncia de luz por 30 minutos. Posteriormente, em espectrofotémetro, foi
realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda de 425 nm. A quercetina foi
utilizada nas concentragdes de 0, 5, 10, 20, 40 e 80 mg L™ para a elaboragdo da curva de
calibracdo. A partir da equacdo da reta obtida, foi realizado o calculo do teor de flavonoides,

sendo os resultados expressos em mg de EQ (equivalentes de quercetina) L.

8.4.2.3. Avaliagdes de parametros fotossintéticos

As medicGes de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas atraves do equipamento
MultispeQ V 2.0, interligado a plataforma PhotosynQ (http://www.photosyng.org). As
medicdes foram realizadas 50 dias ap6s transplantio das mudas de tomate. As leituras com o
equipamento foram feitas no turno matutino (9 as 11 horas, horario de Brasilia), sendo as folhas
do terco média das plantas selecionadas para as avaliagfes. Para a mensuracdo dos parametros,
foram escolhidas as folhas completamente desenvolvidas, sem danos ou sinal de senescéncia.
As seguintes caracteristicas foram avaliadas: maxima emissdo de fluorescéncia da clorofila
(Fm), fluorescéncia inicial (Fo), rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (FSII)
(Fv/Fm) e teor relativo de clorofila (SPAD).

8.4.2.4. Avaliacao de controle da doencga

Ao final do experimento, foi determinado o porcentual de plantas sobreviventes com
objetivo de avaliar a capacidade dos diferentes tratamentos em reduzir a mortalidade de plantas

de tomate ocasionada pelo fitopatdgeno S. rolfsii.
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8.4.2.5. Analise quimica dos solos

Para analises das propriedades quimicas do solo (macronutrientes, pH, saturagdo por
bases (V%) e matéria organica (MO)), as amostras de solo foram coletadas ap0s a retirada das
plantas de tomate dos vasos. Posteriormente, as amostras foram passadas em peneiras de malha
2,0 mm e analisadas conforme metodologia da Embrapa (2017). Os teores disponiveis de P e
potéssio (K) foram extraidos com Mehlich-1, sendo determinados por espectrofotometria e
espectrofotometria de chama, respectivamente; Cations trocaveis (Ca*; Mg?* e AI**) extraidos
com uma solucéo de KCI 1 mol L*; o pH do solo foi determinado em solugéo de 0,01 mol L*
CaCly, adotando-se a proporcao solo/solucdo de 1:2,5 (v/v). As concentracGes de H + Al foram
determinadas em extratos de solo obtidos com acetato de calcio 0,5 mol L™ em pH 7,0. As

concentracdes foram determinadas por titulagdo utilizando um padrdo de NaOH 0,025 mol L™,

8.4.2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05). As analises serdo realizadas utilizando o programa
IBM SPSS Statistics, versdao 23.0 (IBM, 2015), e os graficos desenvolvidos por meio do
programa SigmaPlot, versdo 12.5 (SYSTAT SOFTWARE, 2013).

8.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.5.1. Biochar de lodo de esgoto e T. afroharzianum no controle de S. rolfsii em tomateiro
8.5.1.1. AvaliacOes de indicadores biométricos de plantas de tomate

O uso de BLE associado ao T. afroharzianum estimulou o desenvolvimento radicular
de plantas de tomate, com incremento de 43% no comprimento (cm) de raiz na auséncia do
fitopatdgeno, sendo superior aos demais tratamentos (P<0,05; Figura 8). Consequentemente,
esses resultados reforcam a importancia e os beneficios que sdo obtidos em decorréncia do

efeito aditivo existente entre o BLE e o T. afroharzianum.
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Figura 8. Comprimento de parte aérea e raiz 70 dias ap6s transplantio das mudas de tomate.

T1: Controle: sem aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; T2: Aplicagdo de BLE exclusivo;
T3: Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle + patdgeno;
T6: BLE + patdgeno; T7: T. afroharzianum + patogeno; T8: BLE + T. afroharzianum +
patogeno. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre tratamentos de acordo

com o teste de Duncan (p<0,05).

A infestacdo do solo com o fitopatégeno ndo reduziu ou gerou efeitos deletérios em
comprimento de parte aérea e de raiz das plantas. Em contrapartida, o uso de BLE associado ao
T. afroharzianum foi responsavel pelo maior desenvolvimento de parte aérea das plantas de
tomate. Esses resultados ratificam a importancia da introducgéo de fontes organicas nos sistemas
produtivos e demonstram que a incluséo de microrganismos benéficos potencializa ndo apenas
0 controle de doencgas, mas também, estimula o desenvolvimento das plantas. Contreras-
Cornejo et al. (2016) destacam a importancia do Trichoderma nédo sé voltado ao controle de
doencgas, mas sua interacdo com a planta alterando aspectos fisioldgicos e bioquimicos, visto
que os fungos podem aumentar o conteudo de hormdnios vegetais endogenos relacionados a
defesa e ao crescimento.

A inclusdo de BLE e BLE + T. afroharzianum no sistema sem fitopatdgeno
proporcionou um incremento de massa fresca de parte aérea em relacdo ao tratamento controle
de, aproximadamente, 43 e 65%, respectivamente (Figura 9A). Os resultados das avaliacGes
das raizes de plantas de tomate apresentaram dinamica semelhante ao observado na parte aérea,

em que o0 uso de BLE e a combinacdo BLE + T. afroharzianum foram responsaveis por um

110



aumento de massa fresca em relagdo ao tratamento controle de, aproximadamente, 66 e 125%,
respectivamente. Esses resultados demonstram que a adocdo de sistemas com insergcfes de
microrganismos benéficos pode potencializar o desenvolvimento das plantas, cenario que se

sobressai ao objetivo exclusivo de controle de doencas.
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Figura 9. Massa fresca (A) e massa seca (B) de parte aérea e raiz 70 dias apds transplantio das
mudas de tomate. T1: Controle: sem aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; T2: Aplicacdo de
BLE exclusivo; T3: Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle
+ patégeno; T6: BLE + patégeno; T7: T. afroharzianum + patégeno; T8: BLE + T.
afroharzianum + patogeno. Letras iguais indicam auséncia de diferenga significativa entre

tratamentos de acordo com o teste de Duncan (p<0,05).

O incremento da biomassa vegetal em decorréncia da combinac¢do BCH + Trichoderma
também foi observado por Cao et al. (2022). Os autores destacaram que biochar de residuo
vegetal (caule de milho) em combinagdo com o Trichoderma resultou em aumento de massa
fresca, massa seca e comprimento radicular em plantas de pepino (Pepino sativus). Dentre 0s
fatores que foram associados ao maior desenvolvimento das plantas, estdo a diversidade da
comunidade bacteriana benéfica do solo e a maior disponibilidade de nutrientes. Sani et al.
(2020) observaram que o BCH de residuos de madeira em conjunto com o Trichoderma
harzianum T22 aumentou a disponibilidade dos nutrientes no solo, o crescimento fungico e
bacteriano na rizosfera, além do conteudo antioxidante (por exemplo, acido ascorbico, B-
caroteno e licopeno) nos frutos de tomate (Lycopersicum esculentum L.).

Na presenca do fitopatdgeno, observa-se que todos os tratamentos aumentaram a massa
fresca de parte aérea das plantas de tomate, sendo o uso do BLE + T. afroharzianum o

tratamento com maior destaque (Figura 9A). O efeito sinérgico associado ao uso do BLE em
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conjunto com T. afroharzianum proporcionou um incremento de 46% em massa fresca de parte
aérea em comparacao a ndo implantacdo de medidas de controle do fungo S. rolfsii.

Os resultados de massa seca, na auséncia do fitopatdgeno, realcam os efeitos do BLE e
BLE + T. afroharzianum no incremento de biomassa tanto da parte aérea como da raiz (Figura
9B). O BLE e BLE + T. afroharzianum foram responséveis por um aumento de massa seca da
parte aérea de plantas de tomate de 37,5 e 41%, respectivamente, em relacdo ao controle (T1);
ja na massa seca de raizes, esse aumento foi de 128 e 165%, respectivamente. Apesar do S.
rolfsii ndo ter afetado a producdo de massa seca das plantas de tomate, a inclusdo de manejos
visando a supressao do fitopatdgeno melhorou o desenvolvimento das plantas em comparagéo
ando adocgédo de medidas de controle, visto que o BLE e 0 BLE + T. afroharzianum promoveram
ganhos de biomassa de parte aérea de 37,4 e 38,5%, respectivamente, em relacdo ao controle +
patdgeno (T5).

A combinagdo BLE + Trichoderma tem demonstrado efetividade no incremento de
biomassa vegetal tanto na presenca com auséncia de fitopatdgeno (ARAUJO et al., 2019a).
Jaiswal et al. (2015) destacaram a importancia da dose do BCH no controle de Rizoctonia solani
em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Estes autores demonstraram que a aplicacdo de BCH de
madeira de eucalipto (na dose de 1%) e BCH de residuo vegetal de casa de vegetacdo (na dose
de 0,5%), ambos pirolisados a 350 °C, resultaram em maior massa seca e altura de planta em
relacdo ao controle na presenca do fitopatdgeno. Esses resultados sdo decorrentes da interagcdo
entre 0 BCH e suas propriedades fisico-quimicas (adsorcdo, toxinas, redox, pH, hormesis,
nutrientes, porosidade, retencdo de agua), 0 microbioma da rizosfera, as condi¢cGes ambientais,
a especie vegetal e o fitopatdgeno.

Chagas et al. (2021) demonstraram que o uso de BLE em sistemas agricolas é uma
estratégia para melhoria das propriedades quimicas do solo, em que ha o fornecimento de
nutrientes e um melhor estado nutricional das plantas de milho (Zea mays), favorecendo assim,
um incremento em massa seca e produtividade. Jaiswal et al. (2020a) observaram que 0 uso de
BCH de residuos de plantas de casa de vegetacdo garantiu um incremento de até 31% no
crescimento de plantas de tomate inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. radicis
lycopersici. De acordo com o0s autores, a analise transcriptdmica (RNA-seq) do tomate
demonstrou que o BCH apresentou um efeito priming na expressao génica, aumentando as vias
e genes associados a defesa e crescimento da planta, como acido jasmonico, brassinosteroides,

citocininas, auxina e sintese de flavonoides, fenilpropanoides e parede celular.
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O uso de BCHs de residuos vegetais apresenta correlacdo positiva e significativa dos
atributos quimicos do solo com os indicadores de desenvolvimento das plantas, visto que o
maior comprimento de parte aérea de plantas de meloeiro (Cucumis melo L.) foi associado aos
maiores teores de P, Mg?* e carbono organico total (Medeiros et al., 2020). Dentre os beneficios
associados ao BCH, Vecstaudza et al. (2018) demonstraram que o uso do BCH de madeira foi
responsavel pela maior sobrevivéncia de Trichoderma spp. no solo. Olowe et al. (2022)
destacam a eficacia do Trichoderma no manejo de doencas vegetais, inducéo de resisténcia a

doenca e aumento do crescimento das plantas.

8.5.1.2. Avaliagbes de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas

Os resultados das avaliacdes de fendis totais em plantas de tomate apresentaram dois
comportamentos distintos em decorréncia da presenca ou auséncia do fitopatdégeno S. rolfsii.
Na auséncia do fitopatdgeno a associacdo BLE + T. afroharzianum estimulou a producédo de
fendis totais pelas plantas, com um aumento de 25,8% em relacdo a aplicacdo exclusiva de BLE
(Figura 10A). Kumar et al. (2022) observaram que a inoculagdo de plantas de batata (Solanum
tuberosum L.) com diferentes espécies de Trichoderma (T. viride e T. harzianum) resultou em
maior producdo de fendis totais, em destaque a maior producdo de acido galico, acido
chiquimico e &cido siringico. Os autores destacaram a importancia dos compostos fenélicos na
protecdo das plantas contra o ataque de fungos patogénicos, visto que tais compostos
desempenham um papel crucial na biossintese do &cido cinamico, L-fenilalanina e

fenilpropanoides.
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Figura 10. Teores de Fendis Totais (A) e Fﬁ/onoides (B) 70 dias ap0s transplantio das mudas
de tomate. T1: Controle: sem aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; T2: Aplicagdo de BLE
exclusivo; T3: Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle +
patdgeno; T6: BLE + patdgeno; T7: T. afroharzianum + patdgeno; T8: BLE + T. afroharzianum
+ patdgeno. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre tratamentos de
acordo com o teste de Duncan (p<0,05).

A adocdo de medidas de controle do fitopatdgeno S. rolfsii por meio da utilizacdo do
BLE e T. afroharzianum de forma isolada minimizou a producéo fendis totais pelas plantas de
tomate, visto que o uso do Trichoderma (T7) foi responsavel por uma reducdo de,
aproximadamente, 24% em relacdo ao controle (T5). De forma distinta, El-Sharkawy et al.
(2018) demonstraram que plantas de trigo (Triticum aestivum L.) infectadas com Puccinia
graminis Pers. f. sp. tritici apresentaram maior teor fendis totais em comparacdo as ndo
infectadas. A inclusdo do Trichoderma (T. harzianum e T. viride) no sistema com e sem
fitopatdgeno resultou em maior producéo de fenais totais, sendo destacado a importancia desses
compostos na defesa da planta, indicando seu efeito desencadeante no sistema imunolégico da
planta contra a doenca da ferrugem do trigo. Em contrapartida, neste presente trabalho, plantas
de tomate infectadas com o fitopatdgeno S. rolfsii apresentaram menor producéo de fenois totais
quando inoculadas com o T. afroharzianum.

O uso de BCH tambem esté associado ao aumento nos teores de fendis totais produzidos
pelas plantas. Zulfigar et al. (2019) observaram que a aplicacdo de BCH de palha de trigo no
substrato de plantas ornamentais Syngonium podophyllum resultou em um incremento de 9%
no teor de fendis totais, além das taxas fotossintéticas liquidas e producdo de biomassa
significativamente maiores. Rasool et al. (2021) demonstraram que doses crescentes de BCH

de madeira e de residuos vegetais estimulam a producdo de compostos fendlicos totais em
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folhas de tomate. Os autores destacaram também que o estresse gerado pelo fitopatdgeno
Alternaria solani também é responsével pelo aumento nos teores de fendis totais em plantas de
tomate.

A producao de flavonoides pelas plantas de tomate avaliadas nesse experimento (Figura
10B) ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos na auséncia do fitopatdgeno.
Com a inoculacéo do S. rolfsii no sistema (T5), a producdo de flavonoides néo foi alterada em
relacdo ao controle (T1). Entretanto, foi observado que a adogdo do fungo T. afroharzianum
(T7) como ferramenta de controle da doenca ocasionou uma reducdo na producdo de
flavonoides pelas plantas.

Yang et al. (2022) demonstraram que a utilizagdo de BCH de palha de tabaco vai além
da maior absorcdo de nutrientes pelas plantas, como no caso da cereja chinesa (Prunus
pseudocerasus). Os autores destacam que o BCH esta positivamente correlacionado com o
aumento na taxa fotossintética das plantas e regulacdo na producéo de fito-hormonios, além da
expressdo de genes-chave relacionados com a biossintese de flavonoides, impactando a
comunidade bacteriana da rizosfera, favorecendo o desenvolvimento de bactérias promotoras
de crescimento. Mahmoud et al. (2021) observaram que o teor total de flavonoides nas folhas
de tomate aumentou significativamente apés a infecgdo pelo patdgeno Alternaria cerealis no
periodo de 2 e 24 horas. Os autores justificam esse resultado em funcdo de uma possivel
estratégia de defesa antibidtica das células vegetais, em que hd um aumento do teor de
flavonoides para reduzir o acimulo de espécies reativas de oxigénio em resposta ao estresse
ocasionado pelo fitopatdgeno, visto também que, plantas de tomate tratadas com T. harzianum

apresentavam menor producéo de flavonoides nas primeiras horas (0 a 24 horas).

8.5.1.3. AvaliagOes de parametros fotossintéticos

A maxima emissdo de fluorescéncia da clorofila (Fm) em plantas de tomate foi afetada
pela aplicagéo de BLE ao solo (Tabela 6). O uso do BLE de forma isolada ou associado com T.
afroharzianum resultou em um incremento nos valores de Fm em relacdo ao controle (T1) de
8,8 e 9,6%, respectivamente. Em contrapartida, nos tratamentos em que houve a inoculagéo do
fitopatogeno S. rolfsii, apenas a associacdo BLE + T. afroharzianum (T8) acarretou incremento
nos valores de Fm em relagdo ao Controle + patdgeno (T5), sendo observado um aumento de
6,5%.
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Tabela 6. Pardmetros fotossintéticos determinados 50 dias ap0s transplantio das mudas.

Tratamentos? Fm Fo Fv/Fm SPAD
T1 2560,15 + 34,3 d 650,75+8,8c 0,745+0,007a 26,77+x0,45c
T2 2784,63+10,9ab 709,75+23ab 0,748+0,004a 30,68+0,39a
T3 2671,99+22,7bcd 662,00£59c 0,757 +0,002a 27,59+ 0,49 bc
T4 2806,90+21,0a 71300+11,1a 0,736+0,007a 31,43+0,59a
T5 2576,89+551cd 649,00+16,8c 0,747+0,010a 2595+051c
T6 2587,73+40,5cd 66525+84c 0,742+0,0056a 2594+0,71c
T7 2696,55 £ 42,3abc  653,00+23,0c 0,758+0,006a 28,68+0,38b
T8 274512 +515ab 67250+6,5bc 0,746 +0,007a 29,05+0,40b

Fm - maxima emissdo de fluorescéncia da clorofila; Fo - fluorescéncia inicial; Fv/Fm - rendimento quantico
potencial do fotossistema Il (FSII); SPAD - teor relativo de clorofila. T1: Controle: sem aplicacdo de BLE ou T.
afroharzianum; T2: Aplicacdo de BLE exclusivo; T3: Aplicagdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T.
afroharzianum; T5: Controle + patgeno; T6: BLE + patégeno; T7: T. afroharzianum + patégeno; T8: BLE + T.
afroharzianum + patogeno. Letras iguais indicam auséncia de diferenga significativa entre tratamentos de acordo

com o teste de Duncan (p<0,05). 2 valores médios + erro padrdo (n=4).

A fluorescéncia inicial (Fo) das plantas de tomate foi afetada pela aplicacdo de BLE ao
solo, representando um aumento de 9% quando aplicado de forma isolada e de 9,6% quando
associado ao T. afroharzianum. Entretanto, em plantas inoculadas com o fitopatégeno, ndo
houve diferenca entre os tratamentos utilizados para controle da doenca. Foi observado também
que apesar do incremento de Fm e Fo, 0 rendimento quantico potencial do fotossistema Il (FSII)
(Fv/Fm) ndo variou entre tratamentos, tanto na presenca como auséncia do fitopatogeno S.
rolfsii.

Formisano et al. (2021) descreveram que plantas de abobrinha (Cucurbita pepo L.) que
receberam Trichoderma harzianum-T22 apresentavam maiores valores de Fv/Fm, podendo
refletir a melhor assimilacéo e translocacdo de magneésio e fésforo, importantes no processo
fotossintético. Oszako et al. (2021) observaram que o uso do Trichoderma asperellum no
controle de oidio (Erysiphe alphitoides) em plantas de carvalho (Quercus robur) refletiu em
um aumento em diferentes parametros da fluorescéncia da clorofila, tais como Fm, Fo e Fv/Fm.
Os autores destacaram a importancia do Trichoderma em melhorar a eficiéncia fotossintética
das plantas, visto que isso reflete a tolerancia vegetal a condi¢es ambientais adversas,
favorecendo com que essas plantas possam lidar melhor ao estresse.

Ghassemi-Golezani e Farhangi-Abriz (2019) apontaram o BCH como uma ferramenta

para minimizar os danos ocasionados por condic¢Ges adversas que limitavam o desenvolvimento
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das plantas de cartamo (Carthamus tinctorius L.), como a toxicidade por fltor. Os autores
destacaram que em condicOes de toxicidade, o0 BCH foi responsavel pela menor solubilidade e
absorcéo de fldor pelas plantas, o que resultou em menor estresse oxidativo e um maior
rendimento quéntico maximo do fotossistema Il. Lyu et al. (2016) observaram que em
condicBes de estresse hidrico, plantas tratadas com BCH apresentavam menor fluorescéncia
inicial (Fo). Os autores relatam que o BCH apresentou um efeito positivo sobre o potencial
hidrico foliar, amenizando os efeitos nocivos do estresse hidrico sobre 0 mecanismo fisioldgico
interno da fotossintese, acarretando em um aumento no Fv/Fm.

O uso do BLE neste presente estudo destacou-se por sua capacidade de incrementar P
no solo, sendo esse resultado potencializado em virtude de sua combinagdo com T.
afroharzianum, tanto na auséncia como presenca do fitopatdgeno. Chtouki et al. (2021)
abordaram em seu trabalho que plantas de tomate apresentaram maiores valores de Fm, teor de
clorofila foliar, indice de desempenho do fotossistema Il em resposta a maiores doses de P.
Latifinia e Eisvand (2022) destacaram em seu trabalho a influéncia dos fatores nutricionais nos
parametros de fluorescéncia da clorofila em plantas de soja (G. max), visto que em condi¢cdes
de maior disponibilidade de nutrientes observa-se maiores valores de Fv/Fm, além da maior
producdo de grdos, teor de Oleo e proteina e taxa fotossintética.

Plantas de tomate submetidas ao tratamento com BLE apresentaram um incremento do
indice SPAD de 14,6% quando comparadas ao controle (T1). Esse indice foi ainda superior em
decorréncia da associacdo BLE + T. afroharzianum, com aumento de 17,40% em relacdo ao
controle. Os tratamentos T7 e T8 foram responsaveis por um aumento do indice SPAD em 10,5
e 12%, respectivamente, em relacdo ao controle + patogeno (T5).

Sousa et al. (2015) observaram o uso de BLE esta relacionado ao aumento do indice
SPAD em plantas de rabanete (Raphanus sativus L.). Os autores destacam que o indice SPAD
correlaciona-se positivamente com o teor de clorofila nas folhas e o rendimento da cultura. Sani
et al. (2020) descreveram que a combinagcdo BCH + T. harzianum T22 em plantas de tomate
reflete em maior indice SPAD que a aplicacdo isolada de cada um. Bader et al. (2020) destacam
gue além do potencial do T. harzianum controlar fitopatdgenos como F. oxysporum, esse
microrganismo é evidenciado por estimular o crescimento de plantas de tomate, viabilizando
uma maior area foliar, além do maior indice SPAD, sendo este um indicador indireto do teor de

clorofila.
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8.5.1.4. Avaliagéo do controle da doenca

Na auséncia do fungo S. rolfsii, a sobrevivéncia de plantas de tomate ndo foi afetada
pela aplicacdo de BLE e T. afroharzianum (Figura 11). Com a insercédo do fitopatogeno (T5),
houve uma reducdo de 50% no percentual de sobrevivéncia em decorréncia da murcha
ocasionada pelo S. rolfsii em comparagdo ao controle (T1). A combinagcdo BLE + T.
afroharzianum foi responsavel por um incremento de 50% na sobrevivéncia de plantas em
comparacdo ao uso isolado do T. afroharzianum (T7). Esse resultado reforca a importancia da
adocdo de medidas para controle de patdgenos, e a associacdo BLE + T. afroharzianum tem se

mostrado uma ferramenta promissora para 0 manejo da doenga.
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Figura 11. Sobrevivéncia de plantas de tomate 70 dias ap0s transplantio. T1: Controle: sem

aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; T2: Aplicagdo de BLE exclusivo; T3: Aplicacéo de T.
afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle + patdgeno; T6: BLE + patdgeno;
T7: T. afroharzianum + patégeno; T8: BLE + T. afroharzianum + patégeno. Letras iguais
indicam auséncia de diferenca significativa entre tratamentos de acordo com o teste de Duncan

(p<0,05). As barras de erro representam o desvio padrédo da média (n=4).

O manejo de doengas de plantas deve incorporar diferentes ferramentas para minimizar
0s possiveis efeitos deletérios ocasionados pelos fitopatdgenos, como também, devem ser
adotadas estratégias que favorecam o desenvolvimento das plantas para menor suscetibilidade
a doencas. Zulfigar et al. (2021) demonstraram que o uso de BCH de palha de trigo foi
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responsavel pelo incremento em 19% na taxa fotossintética liquida em Alpinia zerumbet. Além
disso, plantas tratadas com BCH apresentavam maiores teores de clorofila a e b, fendis totais,
flavonoides e menor estresse oxidativo, visto que a sintese de compostos fendlicos foi associada
a maior atividade antioxidante. Rasool et al. (2021) destacaram em seu trabalho que o estimulo
gerado pelo BCH ativa adequadamente a resposta de defesa da planta a nivel molecular e, essa
resposta também esta associada a interagdo do BCH com os microrganismos benéficos do solo,
que interagem para obter respostas associadas a defesa contra fitopatogenos.

Da Silva et al. (2022) observaram que a combinacdo BCH + Trichoderma alterou
diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo, como pH, P, K, carbono organico
total, atividade das enzimas beta-glicosidase e urease, além de reduzir a severidade da podriddo
radicular da mandioca, causada por Fusarium solani. Os autores destacam que a alteracao de
determinadas propriedades do solo afeta a severidade de doencas causadas por patdgenos de
solo, como por exemplo, a podridéo radicular da mandioca (Manihot esculenta Crantz), causada
por F. solani, que foi positivamente correlacionada com a acidez potencial (H + AI*).
Abdelhafez et al. (2021) demonstraram que a inoculacdo de plantas de feijao (Phaseolus
vulgaris) com microrganismos, como o0 Trichoderma, aumentou significativamente as
atividades de enzimas extracelulares de defesa vegetal, por exemplo, quitinase, peroxidase e
polifenol oxidase, além de aumentar a absorcdo de P pelas plantas e competir com o patégeno
por nutrientes no solo, reduzindo assim a infecgéo por S. rolfsii.

Jaiswal et al. (2020b) observaram que o Trichoderma harzianum (T-22) foi responséavel
pelo incremento em biomassa radicular em 17 dos 25 geno6tipos de tomate avaliados, além de
reduzir a gravidade do mofo cinzento em até 56%, doenca causada pelo fungo Botrytis cinerea,
em 13 desses genotipos. Mahmoud et al. (2021) demonstraram que o uso de ferramenta
bioldgica para controle de doengas em plantas ativa as estratégias das células de defesa,
aumentando a toleradncia da planta e ativando sistemas de defesa vegetal. Esse mecanismo
envolve a producdo de fenol total, flavonoides, terpenoides, antioxidante, malondialdeido e
enzimas antioxidantes (catalase e peroxidase).

Neste trabalho, a combinagdo BLE + T. afroharzianum foi responséavel pelos melhores
indices de desenvolvimento das plantas de tomate, resultados observados tanto na auséncia
como presenca do fitopatdgeno S. rolfsii. Essa combinacéo aliou beneficios ndo s6 expressos
pelas plantas, mas também em caracteristicas fisico-quimicas do solo, como por exemplo, o

aumento de P disponivel. A juncdo de todas essas caracteristicas pode ter colaborado pela maior
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sobrevivéncia de plantas inoculadas com S. rolfsii, visto a complexidade do controle de
fitopatdgenos habitantes de solo e, a maior eficiéncia quando adotadas diferentes ferramentas.

8.5.1.5. Analise quimica dos solos

Os resultados da analise quimica dos solos, realizada ao final do experimento, foram
importantes para 0 mapeamento das principais propriedades do solo que foram alteradas em
decorréncia da aplicacdo do BLE, demonstrando possiveis efeitos nutricionais do BLE sobre o
desenvolvimento da planta na presenca e na auséncia do patdégeno. Na auséncia do fitopatdgeno,
a combinacdo BLE + T. afroharzianum promoveu um aumento de pH do solo em relacdo ao
controle (T1) (Tabela 7). Observa-se um incremento da CTC do solo quando comparado o
tratamento T8 com o T3. A avaliacdo do solo que recebeu T. afroharzianum (T7) demonstrou
maior V% em relacdo ao uso isolado do BLE (T2) e ao controle (T1). Foi possivel observar
também que o tratamento T8 foi responsavel por um decréscimo no teor de MO no solo em

relagdo aos demais tratamentos.

Tabela 7. Caracterizacéo fisico-quimica dos solos ao final do experimento.

Tratamentos? pH CTC (cmolc dm3) V% MO (g kg™)
T1 55+0,06b 7,32+0,35ab 63,25+£2,17D 216x0,74a
T2 55+0,05b 7,12 £ 0,06 ab 63,25+1,60b 22,3+0,69a
T3 57+0,04a 6,93+0,35b 66,75+ 1,78 ab 22,3+0,89a
T4 57+0,01a 7,59 +0,39 ab 67,75+ 2,00 ab 219+171a
T5 5,6 £0,04 ab 7,68 +0,18 ab 66,50 £0,94 ab 233+0,35a
T6 5,6 0,03 ab 7,27 £0,18 ab 67,50 £0,89 ab 215+081a
T7 57+002a 7,52+ 0,18 ab 70,25+ 0,30 a 248+0,96 a
T8 57+003a 8,08x0,42a 68,50 £1,81 ab 18,0+1,10b

T1: Controle: sem aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; T2: Aplicacdo de BLE exclusivo; T3: Aplicacdo de T.
afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle + patégeno; T6: BLE + patogeno; T7: T.
afroharzianum + patogeno; T8: BLE + T. afroharzianum + patégeno. CTC — capacidade de troca de cations; V%
- saturacdo por bases; MO — matéria organica. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre

tratamentos de acordo com o teste de Duncan (p<0,05). # valores médios * erro padréo (n=4).

Os resultados de Ca?* e Mg?* demonstraram que o BLE e a combinagio BLE + T.
afroharzianum, na concentragdo utilizada neste ensaio, ndo diferiram entre os diferentes
tratamentos (Figura 12, A e B). O BLE aumentou os teores de P nos solos, tanto na auséncia

como presenca do fitopatdégeno (Figura 12C). O uso do BLE em sistemas agricolas vem se
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destacando por ser uma ferramenta alternativa no fornecimento de nutrientes para as plantas,
principalmente no suprimento de P (FIGUEIREDO et al., 2021; FACHINI et al., 2021). Os
resultados indicam um efeito sinérgico do BLE + T. afroharzianum. A inclusdo do T.
afroharzianum no sistema, em conjunto com o BLE, foi responsavel pelos maiores teores de P

nos solos, sendo esses teores superiores a aplicacdo isolada do BLE.
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Figura 12. Teores de macronutrientes no solo ao final do experimento (Ca%* (A), Mg?* (B), P
(C) e K(D)). T1: Controle: sem aplicacdo de BLE ou T. afroharzianum; T2: Aplicacdo de BLE
exclusivo; T3: Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum; T5: Controle +
patogeno; T6: BLE + patdgeno; T7: T. afroharzianum + patdgeno; T8: BLE + T. afroharzianum
+ patdgeno. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre tratamentos de
acordo com o teste de Duncan (p<0,05). As barras de erro representam o desvio padrédo da
média (n=4).

Esse efeito positivo da interacdo de BLE e microrganismos benéficos na disponibilidade
de P ja foi apontado em trabalhos prévios. Qian et al. (2019) destacaram a importancia da

interacdo da microbiota do solo na disponibilidade de P do BLE, visto que essa liberag&o ocorre
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principalmente pela dissolugdo de compostos contendo P (metafosfatos e P associado ao C)
presentes no BCH e, pode ser potencializada por determinados microrganismos, como
Pseudomonas putida. Os efeitos benéficos de Trichoderma ja vem sendo estudado na ultima
década. Bononi et al. (2020) demonstraram que diferentes cepas de Trichoderma aplicadas em
conjunto com uma fonte de fésforo promoveram maior crescimento de plantas de soja (Glycine
max), resultado superior ao observado na aplicacdo isolada dos fertilizantes. Esses autores
destacam a producdo de diferentes acidos organicos pelas cepas de Trichoderma durante o
processo de solubilizacdo de P, bem como, a maior eficiéncia na absorcédo desse nutriente pelas
plantas.

Na auséncia do fungo S. rolfsii, a aplicacdo de BLE no solo promoveu um incremento
de 7,17 mg dm™ de P, o que representa um aumento de, aproximadamente, 44% em relagdo ao
controle. Na associacdo BLE + T. afroharzianum esse incremento de P no solo foi 18,12 mg
dm3, um aumento superior a 100% em relagdo ao controle. Quando comparamos os resultados
do tratamento BLE + T. afroharzianum com a aplicacdo isolada do BLE, notou-se que o T.
afroharzianum potencializou o incremento de P disponivel nesses solos e, esse aumento foi de
10,95 mg dm, ou seja, um acréscimo de, aproximadamente, 47%.

De maneira geral, o uso do BLE, de forma isolada ou associada ao T. afroharzianum,
objetivando o controle de S. rolfsii em tomateiro, também resultou em aumento do teor de P
disponivel no solo (Figura 12C). Em comparac¢do ao tratamento T5, a aplicacdo de BLE (T6) e
a combinacdo BLE + T. afroharzianum (T8) elevaram o teor de P no solo em 45 e 82%,
respectivamente. A presenca do T. afroharzianum no tratamento com BLE foi responsavel por
um incremento superior a 25% no teor de P disponivel no solo quando comparado com a
aplicacéo isolada do BLE, visto que, houve um aumento de 6,45 mg dm de P nesses solos.

Diferentes cepas de Trichoderma, principalmente de T. harzianum, destacaram-se pela
producdo de &cido indolacético (AIA) e por sua capacidade de solubilizacdo de fosfato
inorganico através de diferentes &cidos organicos e enzimas fosfatases liberadas pelo fungo
(BADER et al., 2020). Essas caracteristicas séo tidas pelos autores como possiveis mecanismos
gue podem justificar o maior desenvolvimento das plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.), visto que, uma planta mais vigorosa estaria menos suscetivel aos efeitos deletérios do
fitopatdgeno F. oxysporum. Abdelhafez et al. (2021) demonstraram que a inoculagéo de plantas
de feijao (Phaseolus vulgaris) com microrganismos, como o Trichoderma, aumentou a
absorcdo de P pelas plantas, além disso, aumentou significativamente as atividades de enzimas
extracelulares de defesa vegetal, por exemplo, quitinase, peroxidase e polifenol oxidase.
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Na auséncia do fitopatdgeno S. rolfsii, a aplicagdo isolada de BLE n&o elevou o teor de
K, comparado ao controle (Figura 12D). Em contrapartida, com a inclusdo do T. afroharzianum
no sistema com BLE foi possivel observar um teor de K no solo superior em, aproximadamente,
38% em relacdo ao controle e 28% em relacdo ao uso isolado de BLE.

A caracterizacdo quimica do BLE apontou que esse material ndo apresenta K em sua
composi¢do. Com isso, antes da montagem do ensaio, 0 solo passou por correcdo quimica
objetivando elevar os teores de nutrientes acima do nivel critico. Apds essa corre¢éo, o teor de
K determinado na analise foi de 97,75 mg dm,

O resultado da andlise quimica dos solos ao final do ensaio evidenciou a redugéo do teor
de K, podendo ser justificada pela absorcdo desse nutriente pela planta e por possivel lixiviagdo
em funcédo do manejo de irrigacdo. No cenario em que ndo houve a inoculagéo do fitopatdgeno,
observa-se que o0s solos provenientes do tratamento BLE + T. afroharzianum (T4) possuem
maior teor de K, mesmo as plantas apresentando maior producdo de biomassa, o que poderia
reduzir o teor desse nutriente no solo. A combinacdo BLE + T. afroharzianum pode estar
relacionada com o melhor aproveitamento do K pela planta, garantindo assim uma maior
disponibilidade desse nutriente no solo, como pbde ser observado no presente estudo.

Determinadas propriedades dos BCHs, como alta &rea superficial especifica,
porosidade, densidade de cargas e CTC sdo parametros associados a capacidade de retencdo de
nutrientes e outras moléculas organicas (ALKHARABSHEH et al. 2021). Yuan et al. (2016)
destacaram em seu trabalho que o BLE pode ser uma alternativa para retencdo de nutrientes a
longo prazo, visto que tal material foi capaz de reduzir em até 23,4% a quantidade de K*
lixiviado em um ensaio com colunas de lixiviacdo. Lyu e Huang (2022) demonstraram que 0
uso de composto produzido a partir de diferentes estercos quando combinado com o T.
asperellum aumentaram em até 37,6% o K trocavel em relacdo a aplicacdo do fertilizante
mineral. De forma semelhante, Sani et al. (2020) observaram que a combinacdo Trichoderma
harzianum T22 e BCH de residuo de madeira aumentou a absor¢éo de nutrientes pelas plantas
de tomate, fato que pode ser decorrente da maior solubilidade, absorcdo, mobilizacdo e
assimilacdo de nutrientes, dentre eles o K.

Nos tratamentos em que houve a inclusdo do fitopatdgeno S. rolfsii no sistema, o
controle (T5) apresentou maior teor de K em relacdo ao tratamento BLE + T. afroharzianum
(T8) (Figura 12D). Esse resultado pode ser decorrente da menor producdo de biomassa pelas
plantas de tomate no controle e, consequentemente, pode estar relacionado a uma menor

absorcdo de nutrientes pelas plantas, acarretando maior acimulo de K no solo.
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8.6. CONCLUSAO

Conclui-se com esse trabalho que a combinacdo BLE + T. afroharzianum é uma
promissora ferramenta a ser inserida em sistemas de producdo de tomate, visto os diferentes
beneficios associados ao seu uso, que vdo desde melhorias da fertilidade do solo até maior
producdo de biomassa (potencial produtivo) pelas plantas, tanto na auséncia como presenca de
fitopatdgenos habitantes de solo. Conclui-se também que novos ensaios precisam ser realizados
com intuito de maior compreensdo dos sistemas de defesa das plantas, além da avaliacdo de
diferentes manejos com a combinacdo BLE + T. afroharzianum para maior eficiéncia de

controle dos fitopatdgenos.
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9. ANEXO

9.1. Biochar x doencas de plantas: uma analise bibliométrica

O uso de biochar associado ao controle de doencas de plantas vem sendo amplamente
estudado nos ultimos anos (JAISWAL et al., 2020; LIU et al., 2019; KUMAR et al., 2018).
Com objetivo de avaliar a dinamica de publicacdes envolvendo tal tema, foi realizada uma
andlise bibliométrica através da base de dados Web of Science, adotando-se as palavras-chaves
“Biochar* AND Plant Disease”, delimitando o periodo de busca entre os anos de 1945 e 2021.

A busca foi realizada no dia 11 de fevereiro de 2021 e resultou em 106 trabalhos
publicados envolvendo tais palavras-chaves. Ap6s uma leitura minuciosa, tais trabalhos foram
organizados em trés grupos: artigos de pesquisa envolvendo o uso de biochar para controle de
doencas de plantas; trabalhos publicados que ndo envolvem o uso de biochar; e trabalhos
publicados que utilizaram biochar, mas ndo objetivaram o controle de doencas de plantas. Esse
ultimo grupo supracitado abrange também artigos de revisdo que envolvem o controle de
doengas de plantas, assim como, artigos de pesquisa que utilizaram coprodutos obtidos do
processo de pirdlise, mas ndo necessariamente o0 uso de biochar para tal finalidade.

A anélise bibliométrica reuniu 54 artigos cientificos envolvendo o uso de biochar no
controle de doencas de plantas. Essa analise apontou para uma ampla variedade de matérias-
primas utilizadas para producdo de biochar e essa caracteristica associada a diferentes
patossistemas. Uma segunda busca foi realizada na base de dados Google Académico
envolvendo o tema “Sewage sludge biochar and plant disease” e 1 artigo de pesquisa foi
selecionado.

A avaliacdo dos 55 artigos de pesquisa selecionados apontou para um efeito benéfico
no controle de doencas de plantas em 45 trabalhos, o que representa mais de 80% dos trabalhos
observados. O uso de biochar apresentou efeito negativo em 6 trabalhos, ou seja, menos de 11%
dos artigos de pesquisa analisados. Em 4 artigos, o uso de biochar ndo apresentou efeito. Alguns
dos efeitos negativos listados pelos autores estdo o aumento da incidéncia da doenca causada
por Fusarium solani (EGAMBERDIEVA et al.,, 2020), o aumento da gravidade e
suscetibilidade da planta & doenca causada pelo fungo Rhizoctonia solani (COPLEY et al.,
2017) e o aumento significativo do Damping-off causado por Rhizoctonia solani (COPLEY et
al., 2015).

O uso de biochar associado a diferentes patossistemas demonstrou que a maior parte dos

trabalhos objetivaram o controle de doengas fungicas (WU et al., 2020; WANG et al., 2019a;
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KOLTON et al., 2017), correspondendo a 69% dos artigos de pesquisa estudados. Dentre os
diferentes fungos avaliados, destacam-se os fitopatdgenos do género Fusarium (JAISWAL et
al., 2020; WU et al., 2020; LIU et al., 2019). Visto que, além representar o fungo mais estudado,
0 uso de biochars produzidos a partir de diferentes matérias-primas resultaram em sua maioria
a supressao da doenca (JAISWAL et al., 2018b; ROGOVSKA et al., 2017).

As matérias-primas mais utilizadas para a producdo de biochar no controle de doencas
de plantas foram: madeira e seus derivados (lascas/cascas de madeira, serragem) (JAISWAL et
al., 2019; HECK et al., 2019; GU et al., 2017), residuos vegetais de casa de vegetacdo
(JAISWAL et al., 2020; MEHARI et al., 2015; HAREL et al., 2012) e palha/casca de arroz
(WU et al., 2020; SABES et al., 2020). Ja a temperatura de pirolise variou de 300 a 1000 °C
(MARRA et al., 2018; ATUCHA e LITUS, 2015), sendo que o maior nimero de trabalhos
envolvendo resultados positivos no controle de doencas de plantas localizam-se na faixa de
temperatura de pirdlise de 350 a 600 °C, podendo ser citados os experimentos desenvolvidos
por Jaiswal et al. (2018b) e Lu et al. (2016).

A anélise bibliométrica demonstrou que mais de 30% dos artigos de pesquisa adotaram
a cultura do tomate (Solanum lycopersicum) em experimentos com biochars para controle de
doengas. Esses trabalhos demonstraram que o biochar, mesmo produzido com matérias-primas
distintas, possui efetiva capacidade de controle de doencas fungicas (JAISWAL et al., 2020;
KOLTON et al., 2017), bacteriana (ZHANG et al., 2017) e vir6ticas (WANG et al., 2018).

Os efeitos positivos descritos nos diferentes trabalhos demonstram que o uso do biochar
acarreta inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno (WU et al., 2020), atraso na
propagacdo da doenca (SABES et al., 2020), reducédo da incidéncia e gravidade da doenca
(CHEN et al., 2020), maior resisténcia da planta a doenca (DAI et al., 2017), reducdo da
expansdo da lesdo/necrose da haste (ZWART e KIM, 2012), reducdo das populagdes de
nematoides parasitas de plantas (RAHMAN et al., 2014), reducdo da mortalidade de plantas
(JAISWAL et al., 2020) e maior desenvolvimento da planta em areas de replantio infestadas
por fitopatégenos (ATUCHA E LITUS, 2015).

O uso do biochar foi responsavel por reduzir a populacdo de microrganismos
fitopatogénicos (HECK et al., 2019; ZHANG et al., 2017), podendo resultar em um declinio de
até 50% na sobrevivéncia do nematoide Meloidogyne incognita (MARRA et al., 2018). O uso
de biochar produzido a partir de lodo de esgoto além de inibir o crescimento micelial do fungo
fitopatogénico habitante de solo Macrophomina phaseolina, demonstrou que sua associagéo

com agentes de controle bioldgico, como o Trichoderma harzianum, pode expressar um efeito
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sinérgico, potencializando o controle da doenca em culturas agricolas de importancia
econdmica. Além disso, o biochar esta associado a mudangas na comunidade microbiana da
rizosfera (ZHANG et al., 2017), podendo favorecer uma maior colonizacdo das raizes das
plantas por fungos micorrizicos arbusculares (ELMER, 2016).

Essa revisdo bibliométrica demonstrou que dentre uma variedade de matérias-primas
utilizadas para producéo do biochar, um fator importante que foi estudado é a dose adotada para
o controle das doencas (LIU et al., 2019; JAISWAL et al., 2018a; De TENDER et al., 2016b).
Apesar de diferentes doses terem sido estudadas, a maior parte dos trabalhos utilizaram doses
variando de 0 a 5%. O controle da doenga pode variar de acordo com a matéria-prima e a dose
utilizada, ou seja, cada material pode apresentar uma dose 6tima com maior impacto sobre a
doenca (LIU et al., 2019; JAISWAL et al., 2014).

Os resultados dessa analise demonstraram que 80% dos artigos de pesquisa avaliados
sdo oriundos de experimentos realizados em vaso. Desse total, mais de 80% dos trabalhos
apresentaram resultados positivos para o controle de doencas de plantas através do uso do
biochar. Em contrapartida, menos de 20% dos trabalhos foram realizados em condi¢bes de
campo, sendo que 70% desses trabalhos apresentaram controle para as doencas avaliadas.

Essa revisdo bibliométrica destacou o crescente nimero de trabalhos académicos
envolvendo o uso de biochar para o controle de doencas de plantas nos dltimos anos.
Demonstrou também o potencial que tal material, mesmo oriundo de diferentes matérias-
primas, possui no controle de doencas em espécies agricolas de importancia econémica. Da
mesma forma que ha necessidade de se avaliar o efeito das doses de biochar em diferentes
patossistemas. E preciso também aumentar o nimero de estudos em condicBes de campo, de
modo a garantir que os efeitos observados nos experimentos sejam reproduzidos quando o

biochar for utilizado em &reas agricolas comerciais.
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Tabela 8. Uso de diferentes biochars e seus efeitos no patossistema.

Residuos de
plantas Tomate Fusarium 20 5 ,
de pimenta de 350°C (Solanum oxysporum f. sp. Fungo (() :;’/; 3% rig?“tjaﬁ?gagz Jals(\évgégic al.
casa de lycopersicum) radicis lycopersici PP
vegetacdo
Caule de . Phytophthora . Oe 133 Reducéo do Wang et al
. 400 °C Pimenta . Chromista o/kg 13,3g/kg | . .. '
milho capsici (1.33%) indice de doenga (2020a)
Inibigdo do
crescimento
~ . . 0 micelial.
Casca de arroz infc,)\:erﬁado seudlf)z?ell)iariae of(uzagruur?n Fungo 0(6/:\3/)/0 3% V\(/;O(Ztoa)lll
P ysp P Reducéo da
viruléncia do
patdgeno.
~ Atraso na
Nao . . . 0-3 3,0 n Sabes et al.
Casca de arroz informado Arroz Rhizoctonia solani Fungo t hatt t hatt progagagao da (2020)
oenca.
Reducéo da
. incidéncia e da
400 °C por 3 Ralstonia - 0-45 15 . Chenetal.
Casca de arroz horas Tabaco solanacearum Bacteéria t hatt t hatt gravidade da (2020)
murcha
bacteriana.
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Reducéo da
gravidade da

Tomate
(Solanum . doenca. Atrafjo oo etal
. Né&o . alstonia - 0 0 no progresso da ao et al.
Palha de trigo informado lycopersicum) solanacearum Bactéria 2% (p/p) 2% doenca. E (2019)
aumento da
resisténcia do
tomate.
- o Macieira (Malus x
= 450 °C por . . . 0-80 20e80¢g Supressdo do Wang et al.
Casca de arroz hupehensis Fusarium solani Fungo 2 1 .
3 horas Rehd.) g kg kg patogeno. (2019a)
Lascas de Pepino : 0 < .
madeira de 600 °C (Cucumis P)_/thlum Chromista 0-3% le3% Redugao do Jaiswal et al.
. : aphanidermatum (p/p) Damping-off (2019)
eucalipto sativus)
0;0,22e <
o Reducéo de
0,
1% (p/p) 65% da area sob
_ 0.22% = acurva de
Palha de arroz 550 °C por 1 Lolium Magnaporthe Fungo 5 t hal 0,22% progresso da Wang et al.
hora perenne L. oryzae doenca. (2019b)
10 = Redugdo da
incidéncia da
22,5t 0
ha'l doenga em 50%.
Casca de arroz | 500 °C por 4 Casca cie
horas : : arroz = Reducéo do :
Milho (Zea Fusarium 0-3% 2% P Liuetal.
. mays) graminearum Fungo (p/p) indice de (2019)
Biomassa de | 500 °C por 4 _ doenga.
Bambu =
bambu horas 1%
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Placa Os biochars
Aspergillus niger (E1)=5 utilizados
Fusarium mL do inibiram o
oxysporum extrato crescimento
Lepidium Rhlzo_cthonclla solani Fungo aguoso (;nlcellil de
Residuos sativum L. Trichoderma por 5mL todos 0s fungos
- 300-1000 °C harzianum placa. fitopatogénicos. | Marra et al.
solidos de . . .
. por 5 horas . (microrganismo Biochar (2018)
oliva Brassica rapa L. benéfi p| ImL duzido a 300
subsp. oleifera enéfico) aca produzido a
(E2)=1 °C acarretou
Meloidogyne . mL do imobilizagéo e
incognita Nematoide extrato reducédo de 50%
por na sobrevivéncia
poco. de nematoides.
Reducéo da
Residuos de mcm!enmaﬁde
plantas de Pepino Pyihi % Da”]p'gg‘o dem iswal et al
pimenta de 350 °C (Cucumis yt 1um Chromista 0-3% 3% , ate 62% e da Jaiswal et al.
: aphanidermatum (p/p) area sob a curva (2018a)
casa de sativus) q q
vegetagio e progresso da
doenca em até
63%.
Lascas de In vitro .
madeira de =0,1- AS enzimas
cucalinto 350 e 600 °C 06 ’ de adsorvidas
P Mudas de Fusarium biocghar foram 100%
. Biochar de tomate oxysporum f. ' imobilizadas Jaiswal et al.
Residuos de . I L Fungo 3% los bioch
lantas madeira (600 (So anum sp. radlc_ls_ 0-3% pelos bl?C ars. (2018hb)
de pimenta de °C) - testes | lycopersicum) lycopersici (D) > Reducéo da
P em mudas. PIv) - severidade da
casa de solugdes
~ doenca.
vegetacéo testadas.
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Residuos de
plantas

0
de pimenta de 350e450°C Os biochars
casa de~ Capsicum Oidio (Leveillula = }13 g = }13 g f?d“.z'fa”? a Kumar et al.
vegetacédo anuum L taurica) Fungo kg™ de kg™ de incidéncia (2018)
' solo solo e severidade da
Lascas de 350 °C doenga.
madeira de
eucalipto
Tomato chlorotic
Tomate spot virus (TCSV) Reducéo da
Lascas de 450 ° C por (Lycopersicon Virus 5gkg? 5gkg? incidéncia de Wang et al.
madeira 12 horas esculentum Tomato yellow leaf (p/p) (p/p) doencas virais (2018)
Mill.) curl virus no tomate.
(TYLCV)
Tomate Reducéo da
. (Solanum : 0 incidéncia e
Ma}delr_a de 700 °C lycopersicum Ralstonia Bactéria 3% (p/p) 3% (p/p) supressdo da Guetal.
pinheiro . solanacearum - (2017)
cv. ‘Hezuo motilidade do
903”) patdgeno.
Reducéo de
73,87% na
gravidade
< . da doenca.
Palhadearroz | . Na0 Tabaco Ralstonia Bactéria 3tha' 3tha' Zhang et al.
informado solanacearum A (2017)
Abundéncia
de Ralstonia
reduzida em
94,51%.
Lascas de Tomate Reducéo da
madeira de 350 °C (Solangm Botrytis cinerea Fungo 1% (p/p) 1% suscetlbllldqde Kolton etal.
. lycopersicum da planta a (2017)
eucalipto cv. 1125) doenca
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50 kg 50 kg em Maior
N&o informado Nao Tabaco Tobacco mosaic Virus em 200 200 m* resisténcia a Dai et al.
informado virus (TMV) m? (2,5t (2,5 doenca (2017)
ha'l) t ha')) ¢a.
400, 500 e
0
Palha de milho | . 999°C
pirdlise lenta Vaso
(E1)=
209
: = 550 °C kg™
Madeira pirdlise lenta E1=20g¢g
Vaso kgt
(E2) =
450-500 °C 0-30 E2=30¢g
R - - -1 -1
Madeira pllro_llse kg kg Redugéo da
rapida . . . .
Soja (Glycine Fusarium _ gravidade da Rogovska et
. - Fungo Vaso E3=30g¢g <
max) virguliforme (E3) = kg™ podriddo al. (2017)
Mistura de = 600 °C 309 radicular.
madeiras gaseificacéo kg? Campo =
76,6 Mg
Campo ha™t
500 °C =0;
Palha de milho pirdlise 38,3;
rapida 575e
76,6 Mg
-1
Carvalho 5.09 (.JC ha
pirdlise
vermelho e
répida
Azinheira 650°C por Morango (cv. Botrytis cinerea Fungo 3% (p/p) 3% resi'\s/iZL?:ria a De Tender et
12-18 horas Elsanta) st g o (PP 0 doenca al. (2016a)
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Alface (Lactuca

Alface = sem

sativa, cv. Rhizoctonia solani efeito.
Alexandria)
o 650 ° C por 0-3% 0 Morango = De Tender et
Azinheira 12-18 horas Morango Fungo (p/p) 3% reducéo al. (2016b)
(Fragaria x Botrytis cinerea significativa do
ananassa, Cv. tamanho das
Elsanta) lesdes.
Biochar de
L residuos de jardim
ascas de .
i - reduziu
madeira de Placa = 2 incidéncia de
i 1 0,
faia 500 °C Tomate (cv. OXFl;S%rr'L:J:J f Funao 3% (pN) 3% doenca em vaso. | Akhter et al.
Resi Kremser Perle) ysporum T. g _ 0 (2016)
esiduos sp. lycopersici Vaso = Placa =
. % (v/ aca = ambos
vegetais de 3% (Vv) biochars inibiram
jardim .
J 0 crescimento
micelial do fungo.
Madeira
de Pinus
sylvestris
Todos os biochars
Casca de P. (exceto o de
sylvestris 500 °C por 5 Cenoura Pratylenchus . 5% (v/iv) mz?ldelr_a de George et al.
Nematoide 5% pinheiro)
horas (Daucus carota) penetrans . (2016)
Pellets de reduziram as
madeira de taxas de
coniferas infeccdo da raiz.
Cascas de
espelta
Casca de Tomate cv Ralstonia Ambos biochars
amendoim 500°C por 2 Taiwan Red solanacearum Bactéria 2% (p/p) 2% reduziram a Luetal.
horas cherr (biovar 3) murcha (2016)
Palha de trigo y bacteriana.
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Residuos Tomate Biochar reduziu
vegetais de R (Lycopersicum — 0-3% 0 em cerca de 50% | Mehari et al.
casa de 450°C esculentum, cv. Botrytis cinerea Fungo (p/p) 1e3% a gravidade da (2015)
vegetacao 1125) doenca.
Lascas de
madeira de Placa =
eucalipto 0-3% Placa = Placa = inibicdo
Feijao comum (p/v) 3% do fungo. Jaiswal et al
Residuos de | 350 e 600 °C (Phaseolus Rhizoctonia solani Fungo (2015) '
plantas vulgaris L.) Vaso = Vaso = Vaso = reducao
de pimenta de 0-3% 0,5e1% | do Damping-off
casa de (p/p)
vegetacéo
As duas doses de
Doenca de 0-20% biochar Atucha e
Pinheiro 500-700 °C Pessegueiro replantio do N&o definido W /V)O 20% melhoraram o Litus (2015)
pessegueiro desenvolvimento
da planta.
- O biochar
o Macieira (M_alus Doeng_a de x - 0-80 80 aumentou o Wang et al.
Casca de arroz 450 °C hupehensis replantio da N&o definido K kol crescimento das (2014)
Rehd.) macieira (ARD) g 9Kg
mudas.
Bu?jchar Reducéo do
e ;
Lascas de . Damping-off,
: eucalipto .
madeira de N menor area sob
. = todas as
eucalipto . curva de
Pepmo_ . . . 0-3% doses. progresso da Jaiswal et al
. 350 e 600 °C (Cucumis Rhizoctonia solani Fungo '
Residuos . (p/p) . doenga, menor (2014)
. sativus L.) Biochar K
vegetais de de periodo
casa de ; epidémico e
x residuos .
vegetacao . _ | menor gravidade
vegetais = da doenca
0,5 e 1%. &
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Tylenchulus Reducéo das
semipenetrans 6,9 populacgdes de
C}?Z;‘a (c)ie 550 °C Videiras Nematoide tha' t?l’a?'l nematoides Iz?h(r;g;l 4e)t
g Criconemella parasitas de '
xenoplax plantas.
s Qeres b | Phytpitrs .
" | 550 e 600 °C ' . 0-20% expansdo da Zwart e Kim
P. palustres, or 1 hora Chromista (vIv) Sel0% lesdo/necrose da (2012)
P. echinata, P. P Acer rubrum Phytophthora
Lo haste.
elliotti) (L) cactorum
Madeira de Néo Botrytis cinerea .
. -, Os biochars
Citros especificado ;
Colletotrichum redt_mram a
. Morango, cv. 0-3% gravidade das Harel et al.
Residuos Yael acutatum Fungo (p/p) 3% doencas causadas (2012)
vegetais de 450 °C P ¢ o
pelos trés
casa de Podosphaera . X
~ : fitopatogenos.
vegetacao aphanis
Fusarium O biochar reduziu
oxysporum f. sp. a severidade da
i -100
Madeira 450-500 °C Aspargos asparagt Fungo 0-10% 10% doenga ca Elmer (2012)
(v/v) colonizagéo
Fusarium radicular por
proliferatum Fusarium spp.
Vaso
Fusarium ((I)E_ é)o /:
oxysporum f. sp. 0 E1=3% x
« . (p/p) Supressdo da Elmer e
. . Né&o asparagi < .
Pé de madeira . Aspargos Fungo _ doenca e reducédo Pignatello
informado E2 = ~
Fusari Vaso 0 das lesdes. (2011)
u_sarlum (E2) = 3,5%
proliferatum 3.5%
(P/p)
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Tomate
(Lycopersicum
esculentum, cv.

Reducéo da

Madeira de Né&o 1402) Botrytis cinerea 0-5% severidade e Elad et al.
citros informado . . . Fungo (p/p) 1,3e5% menor progressao (2010)
Pimenta doce Leveillula taurica da doenca
(Capsicum c.
annuum, cv.
Maccabi)
Placa = Opéagi; Reducéo do
fix 0-10% ’ crescimento
Feijao . (p/v) micelial. E .
Lodo de 500 °C por (Phaseolus Macrophomina Funao Vaso = controle.da Araujo et al.
esgoto 30 minutos vulgaris, cv. phaseolina g _ sem . (2019)
. Vaso = . doenca pelo efeito
BRS Estilo) efeito R .
0,5% (aplicacio sinérgico Biochar
(pIv) pricag + Trichoderma.
exclusiva)
Enriquecimento
de
microrganismos
benéficos.
-30
Palha de trigo 500 °C notza?r?sxen Fusarium solani Fungo (() :/)’V/)O 1;2; 3% Wé%%g:))a g
g g P Reducéo do
Feedback
negativo planta-
solo (NPSF)
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Placa

Mistura de
Eucalyptus
urophylla e E.
saligna

Entre 350 e
400 °C

lycopersicum)

Tomate
(Solanum

Fusarium
oxysporum f.

sp. lycopersici raca

3

Fungo

(El) = —
0-100%
(V/v)

Placa

(E2) = 1
0-50%
(Viv)

Vaso =
0-5%
(Viv)
Placa

Placa =
50%

Vaso =
5%

E2 = inibicdo da
germinacao
microconidial.

Vaso = menor

area sob a curva

de progresso da
doenca.

Silva et al.
(2020)

Mistura de

serragem de

Eucalyptus
spp.

380 °C por 5
horas

Banana (Musa
spp.)

Fusarium
oxysporum f. sp.
cubense

Fungo

(E1) =
0-25%
(viv) do
extrato
aquoso.

Placa
(E2) =
0-5%
(VIv).

Vaso =
0-5%

(viv)

0-5%
(VIv).

Inibicdo do
crescimento
micelial.

Heck et al.
(2019)
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Lascas de
madeira de

600 ° C

Placa =

eucalipto 0-3% 238;?5;?;
Tomate Fusarium (o) mortalidade das | Jaiswal et al
Residuos de (Solanum oxysporum f. sp. Fungo le3% plantas (2018¢) '
plantas lycopersicum) radicis lycopersici Vaso = ocasionada pelo
de pimenta de 350°C 0-3% fitopats
casa de (0/p) itopatdgeno.
vegetacdo
Lascas de
madeira de 600°C Placa =
eucalipto 0-3%
g&g}?ﬁ; Fusarium (p/v) Reducéo da Jaiswal et al
Residuos de lycopersicum oxysporum f. sp. Fungo le3% severidade da (2017) '
plantas cv. M-82) ' radicis lycopersici Vaso = doenca.
de pimenta de 350°C ' 0-3%
casa de (p/p)
vegetacao
Vaso =
10%
Biomassa de Nao . (Viv) Redugdo da
madeira informado Aspargos Fusarium spp. Fungo 10% porcentagem de | Elmer (2016)
Campo raizes doentes.
=3,0kg
por m?
Placa =
0,25%
Serragem 300 e 550°C Alface (_Lactuca Rhizoctonia solani Fungo (VIV). 2% Suprgssao do Bonanomi et
sativa) patogeno. al. (2020)
Vaso =
2% (p/p)
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Feno de
Medicago
sativa

Caule de Zea
mays

Lascas de
madeira
de uma
serraria

Fracdo
orgénica de
residuos
s6lidos
urbanos

300 e 550 °C
por 5 horas

Lepidium
sativum

Lactuca sativa

Solanum
lycopersicum

Aspergillus niger,
Botrytis cinerea,
F. oxysporum, F.
oxysporum f.
sp. radicis-
lycopersici,
Ganoderma
lucidum
(cogumelo),
Penicillium
italicum,
Rhizoctonia
solani, Sclerotinia
sclerotiorum,
Trichoderma
harzianum
(microrganismo
benéfico).

Pseudomonas
viridiflava,

P. syringae pv.
Tomato
Agrobacterium
tumefaciens K84
(microrganismo
benéfico),
Lysobacter sp.
(microrganismo
benéfico),
Bacillus subtilis
(microrganismo
benéfico).

Fungo

Bactéria

Extrato
aquoso:

5% (p/v)
(509
LY

Agar/
extrato
agquoso
de
biochar
=1/1

td

Agar/
extrato
aquoso de
biochar =
1/1

O biochar
acarretou inibicéao
de todos os
microrganismos
avaliados,
inclusive os
benéficos.

Bonanomi et
al. (2018)
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Alface (Lactuca

Rhizoctonia solani

Madeira de 650 °C sativa) Globodera Fungo Oel% i Debode et al.
carvalho Batata (Solanum rostochiensis Nematoide (p/p) (2020)
tuberosum) G. pallida
Osso animal 850 °C Tomate
Pythium . 0el% Postma e
Bi (Solanum . Chromista - I
iomassa lycopersicum) aphanidermatum (p/v) Nijhuis (2019)
vegetal 450 °C y
Cylindrocarpon
Casca de arroz Naéo Panax ainsen destructans Funao 09e3,6 ) Eoetal.
informado g g g Mg ha* (2018)
Fusarium solani
Abeto Tomate
balsamico + 0 (Solanum . . : 0-50% ) Dorais et al.
abetos brancos 750°C lycopersicum, Pythium ultimum Chromista (V/v) (2016)
e pretos cv. Trust)
Biochar de milho
Milho 600 °C - fr‘]”crl‘:jee?]t;:a
Lupinus : : 0 em 18%. Biochar | Egamberdieva
angustifolius L. Fusarium solani Fungo 2% (p/p) de madeira = et al. (2020)
. o aumento
Madeira 80°C da incidencia em
45%.
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Vaso

(ED) = 5% => aumento
Casca de (2?(? significativo
madeira de 700 °Cpor4 | Soja (Glycine Rhizoctonia solani Fungo P da gravidade da | Copley et al.
b horas max) doenca. Aumento (2017)
ordo Vaso P
_ da suscetibilidade
(E2)=0 da soja
e 5% '
(p/p)
Doengas 450 g
. especificas de por cova Reducéo do
Rerzgi duec;?ade Até 7005C Macieira (_Malus replantio o_Ie maca Fungo (15%) e crescimento das Glis\c/;;nski
florestal domestica) (llyonectria spp., Chromista 900 ¢ plantas. et al. (2016)
Thelonectria sp. e por cova '
Pythium spp.) (30%)
Lascas de
madeira de Tomate
faia (Solanum Fusarium Maior incidéncia Akhter et al
500 °C lycopersicum L. oxysporum f. Fungo 3% (vIv) e gravidade da (2015) '
Residuos cv. Kremser sp. lycopersici doenca.
vegetais de Perle
jardim
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Casca de
madeira de
bordo

700 °C por 4
horas

Experimento 1 =
Soja (G. max
(L.) Merr.),
Ervilha (Pisum
sativum L.),
Beterraba
sacarina
(Beta vulgaris
L.), Alfafa
(Medicago
sativa L.),
Pimenta doce
(C. annuum L.),
tomate
(S. lycopersicum
L.), Alface (L.
sativa L.),
Pepino
(Cucumis
sativus L.),
Alho-por6
(Allium
ampeloprasum
L.), Cenoura
(D. carota
sativus
(Hoffm.),
Rabanete
(Raphanus

sativus L.)

Experimento 2 =
soja e beterraba

Rhizoctonia solani
Anastomose grupo
4 (AG-4)

Fungo

Placa
(E1) =
0-5%
(p/p)

Placa
(E2) =
0-5%
(piv)

Placa
(E1) =
0-5%
(p/v)

El=3e5%=>
aumento
significativo do
Damping-off

E2 = Aumento da
gravidade da
doenca.

E3 = Estimulo do
crescimento do
fungo.

Copley et al.
(2015)
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Miscanthus

Nao
informado

Repolho-chinés

Plasmodiophora
brassicae

Fungo

5e10t
hat

5tha? (sem
efeito).

10t hat
(aumento da
incidéncia e
gravidade da

Knox et al.
(2015)

Legenda: === (Sem efeito);‘ (Efeito negativo para o controle da doenca); 1(Efeito positivo para o controle da doenga); 1(efeito positivo quando utilizado

doenca).

biochar + Trichoderma); X (Tipo de experimento ndo avaliado). E1: experimento 1; E2: experimento 2; E3: experimento 3. Experimentos definidos como

‘realizados em placas’ estendem-se aos trabalhos in vitro desenvolvidos em laboratorio. Experimentos definidos como ‘realizados em vaso’ estendem-Se aos
trabalhos desenvolvidos em bandejas de mudas.

150




9.2. REFERENCIAS

AKHTER, A.; HAGE-AHMED, K.; SOJA, G.; STEINKELLNER, S. (2015). Compost and
biochar alter mycorrhization, tomato root exudation, and development of Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici. Frontiers in Plant Science, v. 6 (529), p. 1-13. doi:10.3389/fpls.2015.00529

AKHTER, A.; HAGE-AHMED, K.; SOJA, G.; STEINKELLNER, S. (2016). Potential of
Fusarium wilt-inducing chlamydospores, in vitro behaviour in root exudates and physiology of
tomato in biochar and compost amended soil. Plant and Soil, v. 406, p. 425-440.
d0i:10.1007/s11104-016-2948-4

ARAUJO, AS. DE; BLUM, L.E.B.; FIGUEIREDO, C.C. DE (2019). Biochar and
Trichoderma harzianum for the control of Macrophomina phaseolina. Brazilian Archives of
Biology and Technology, v. 62 (e19180259), p. 1-10. do0i:10.1590/1678-4324-2019180259

ATUCHA, A.; LITUS, G. (2015). Effect of biochar amendments on peach replant disease.
HortScience, v. 50 (6), p. 863-868. https://doi.org/10.21273/HORTSCI.50.6.863

BONANOMI, G.; IPPOLITO, F.; CESARANO, G.; VINALE, F.; LOMBARDI, N.; CRASTO,
A.;WOO, S.L.; SCALA, F. (2018). Biochar chemistry defined by 13 C-CPMAS NMR explains
opposite effects on soilborne microbes and crop plants. Applied Soil Ecology, v. 124, p. 351-
361. doi:10.1016/j.apsoil.2017.11.027

BONANOMI, G.; ZOTTI, M.; IDBELLA, M.; DI SILVERIO, N.; CARRINO, L.
CESARANO, G.; ASSAEED, A.M.; ABD-ELGAWAD, A.M. (2020). Decomposition and
organic amendments chemistry explain contrasting effects on plant growth promotion and
suppression of Rhizoctonia solani damping off. PLoS ONE 15(4): e0230925, p. 1-20.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230925

CHEN, S.; Ql, G.; MA, G.; ZHAO, X. (2020). Biochar amendment controlled bacterial wilt
through changing soil chemical properties and microbial community. Microbiological
Research, v. 231 (126373), p. 1-9. doi:10.1016/j.micres.2019.126373

COPLEY, T.; BAYEN, S.; JABAJI, S. (2017). Biochar amendment modifies expression of
soybean and rhizoctonia solani genes leading to increased severity of rhizoctonia foliar blight.
Frontiers in Plant Science, v. 8 (221), p. 1-15. doi:10.3389/fpls.2017.00221

151



COPLEY, T.R.; ALIFERIS, K.A.; JABAJI, S. (2015). Maple bark biochar affects Rhizoctonia
solani metabolism and increases damping-off severity. Phytopathology, v. 105 (10), p. 1334—
1346. doi:10.1094/phyto-08-14-0231-r

DAI, L.; FAN, J.; FENG, L.; XU, M.; WANG, H. (2017). Genetically engineered nitrifier
cooperated with biochar improves disease resistance of tobacco through regulation of NPIR-
induced SIPK/WIPK pathway. Biomedical Research, Special Section: Health Science and
Bio Convergence Technology, p. 414-422.

DE TENDER, C.; HAEGEMAN, A.; VANDECASTEELE, B.; CLEMENT, L.; CREMELIE,
P.; DAWYNDT, P.; MAES, M.; DEBODE, J. (2016a). Dynamics in the strawberry rhizosphere
microbiome in response to biochar and Botrytis cinerea leaf infection. Frontiers in
Microbiology, v. 7 (2062), p. 1-14. doi:10.3389/fmicb.2016.02062

DE TENDER, C.A.; DEBODE, J.; VANDECASTEELE, B.; D’HOSE, T.; CREMELIE, P.;
HAEGEMAN, A.; RUTTINK, T.;, DAWYNDT, P.; MAES, M. (2016b). Biological,
physicochemical and plant health responses in lettuce and strawberry in soil or peat amended
with biochar. Applied Soil Ecology, v. 107, p. 1-12. doi:10.1016/j.apsoil.2016.05.001

DEBODE, J; EBRAHIMI, N.; D'HOSE, T., CREMELIE, P.; VIAENE, N,
VANDECASTEELE, B. (2020). Has compost with biochar added during the process added
value over biochar or compost to increase disease suppression?. Applied Soil Ecology, v. 153
(103571), p. 1-8. doi:10.1016/j.aps0il.2020.103571

DORAIS, M.; MARTINEZ, C.; DIOP, M.; THERIAULT, M.; MENARD, C.; PEPIN, S.
(2016). Assessing the potential of biochar as a growing media component for potted plants.
Acta Horticulturae, v. 1137, p. 19-26. doi:10.17660/ActaHortic.2016.1137.3

EGAMBERDIEVA, D.; SHURIGIN, V.; ALAYLAR, B.; MA, H.; MULLER, M.E.H,;
WIRTH, S.; RECKLING, M.; BELLINGRATH-KIMURA, S.D. (2020). The effect of biochars
and endophytic bacteria on growth and root rot disease incidence of Fusarium infested narrow-
leafed lupin (Lupinus angustifolius L.). Microorganisms, v. 8 (496), p. 1-16.
doi:10.3390/microorganisms8040496

152



ELAD, Y.; DAVID, D.R.; MELLER HAREL, Y.; BORENSHTEIN, M.; KALIFA, H.B,;
SILBER, A.; GRABER, E.R. (2010). Induction of systemic resistance in plants by biochar, a
soil-applied carbon sequestering agent. Phytopathology, v. 100 (9), p. 913-921.
d0i:10.1094/PHYTO-100-9-0913

ELMER, W.H. (2012). Influence of biochar and earthworms on plant growth, Fusarium crown
and root rot, and mycorrhizal colonization of asparagus. Acta Horticulturae, v. 950, p. 263—
270. doi:10.17660/ActaHortic.2012.950.30

ELMER, W.H. (2016). Effect of leaf mold mulch, biochar, and earthworms on mycorrhizal
colonization and yield of asparagus affected by Fusarium crown and root rot. Plant Disease, v.
100 (12), p. 2507-2512. doi:10.1094/PDIS-10-15-1196-RE

ELMER, W.H.; PIGNATELLO, J.J. (2011). Effect of biochar amendments on mycorrhizal
associations and Fusarium crown and root rot of asparagus in replant soils. Plant Disease, V.
95 (8), p. 960-966. doi:10.1094/PDIS-10-10-0741

EO, J.; PARK, K.-C.; KIM, M.-H.; KWON, S.-1.; SONG, Y .-J. (2018). Effects of rice husk and
rice husk biochar on root rot disease of ginseng (Panax ginseng) and on soil organisms.
Biological Agriculture & Horticulture, V. 34 (1), p. 27-39.
d0i:10.1080/01448765.2017.1363660

GAO, Y.; LU, Y.; LIN, W.; TIAN, J.; CAI, K. (2019). Biochar suppresses bacterial wilt of
tomato by improving soil chemical properties and shifting soil microbial community.
Microorganisms, v. 7 (12), p. 1-16. doi:10.3390/microorganisms7120676

GEORGE, C.; KOHLER, J.; RILLIG, M.C. (2016). Biochars reduce infection rates of the root-
lesion nematode Pratylenchus penetrans and associated biomass loss in carrot. Soil Biology
and Biochemistry, v. 95, p. 11-18. doi:10.1016/j.s0ilbio.2015.12.003

GU, Y.; HOU, Y.; HUANG, D.; HAO, Z.; WANG, X.; WEI, Z.; JOUSSET, A.; TAN, S.; XU,
D.; SHEN, Q.; XU, Y.; FRIMAN, V.-P. (2017). Application of biochar reduces Ralstonia
solanacearum infection via effects on pathogen chemotaxis, swarming motility, and root
exudate adsorption. Plant and Soil, v. 415, p. 269-281. d0i:10.1007/s11104-016-3159-8

153



HAREL, Y.M.; ELAD, Y.; RAV-DAVID, D.; BORENSTEIN, M.; SHULCHANI, R.; LEW,
B.; GRABER, E.R. (2012). Biochar mediates systemic response of strawberry to foliar fungal
pathogens. Plant and Soil, v. 357 (1-2), p. 245-257. doi:10.1007/s11104-012-1129-3

HECK, D.W.; GHINI, R.; BETTIOL, W. (2019). Deciphering the suppressiveness of banana
Fusarium wilt with organic residues. Applied Soil Ecology, v. 138, p. 47-60.
doi:10.1016/j.apsoil.2019.02.021

JAISWAL, A.K.; ALKAN, N.; ELAD, Y.; SELA, N.; PHILOSOPH, A.M.; GRABER, E.R;;
FRENKEL, O. (2020). Molecular insights into biochar-mediated plant growth promotion and
systemic resistance in tomato against Fusarium crown and root rot disease. Scientific Reports,
v. 10 (13934), p. 1-15. doi:10.1038/s41598-020-70882-6

JAISWAL, AK.; ELAD, Y.; CYTRYN, E.; GRABER, E.R.; FRENKEL, O. (2018a).
Activating biochar by manipulating the bacterial and fungal microbiome through pre-
conditioning. New Phytologist, v. 219 (1), p. 363-377. doi:10.1111/nph.15042

JAISWAL, AK.; ELAD, Y.; GRABER, E.R.; CYTRYN, E.; FRENKEL, O. (2018c). Soil-
borne disease suppression and plant growth promotion by biochar soil amendments and
possible  mode of action. Acta Horticulturae, v. 1207, p. 69-76.
doi:10.17660/actahortic.2018.1207.9

JAISWAL, AK.; ELAD, Y.; GRABER, E.R.; FRENKEL, O. (2014). Rhizoctonia solani
suppression and plant growth promotion in cucumber as affected by biochar pyrolysis
temperature, feedstock and concentration. Soil Biology and Biochemistry, v. 69, p. 110-118.
d0i:10.1016/j.s0ilbi0.2013.10.051

JAISWAL, AK.; ELAD, Y.; PAUDEL, I.; GRABER, E.R.; CYTRYN, E.; FRENKEL, O.
(2017). Linking the belowground microbial composition, diversity and activity to soilborne
disease suppression and growth promotion of tomato amended with biochar. Scientific
Reports, v. 7 (44382), p. 1-17. doi:10.1038/srep44382

JAISWAL, AK., FRENKEL, O.; ELAD, Y.; LEW, B.; GRABER, E.R. (2015). Non-
monotonic influence of biochar dose on bean seedling growth and susceptibility to Rhizoctonia
solani: the “Shifted Rmax-Effect”. Plant and Soil, v. 395, p. 125-140. doi:10.1007/s11104-
014-2331-2

154



JAISWAL, A K.; FRENKEL, O.; TSECHANSKY, L.; ELAD, Y.; GRABER, E.R. (2018D).
Immobilization and deactivation of pathogenic enzymes and toxic metabolites by biochar: A
possible mechanism involved in soilborne disease suppression. Soil Biology and
Biochemistry, 121, p. 59-66. doi:10.1016/j.s0ilbi0.2018.03.001

JAISWAL, A K.; GRABER, E.R.; ELAD, Y.; FRENKEL, O. (2019). Biochar as a management
tool for soilborne diseases affecting early stage nursery seedling production. Crop Protection,
v. 120, p. 34-42. doi:10.1016/j.cropro.2019.02.014

KNOX, 0.G.G.; OGHORO, C.0.; BURNETT, F.J.; FOUNTAINE, J.M. (2015). Biochar
increases soil pH, but is as ineffective as liming at controlling clubroot. Journal of Plant
Pathology, v. 97 (1), p. 149-152. DOI: http://dx.doi.org/10.4454/JPP.V9711.016

KOLTON, M.; GRABER, E.R.; TSEHANSKY, L.; ELAD, Y.; CYTRYN, E. (2017). Biochar-
stimulated plant performance is strongly linked to microbial diversity and metabolic potential
in the rhizosphere. New Phytologist, v. 213 (3), p. 1393-1404. doi:10.1111/nph.14253

KUMAR, A.; ELAD, Y.; TSECHANSKY, L.; ABROL, V.; LEW, B.; OFFENBACH, R;;
GRABER, E.R. (2018). Biochar potential in intensive cultivation of Capsicum annuum L.
(sweet pepper): crop yield and plant protection. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 98 (2), p. 495-503. doi:10.1002/jsfa.8486

LIU, L.; LIU, C.; SHEN, G.; YANG, F.; WANG, S.; JIANG, X,; LI, X. (2019). Control of
Fusarium stalk rot of corn by addition of biochars. International Journal of Agriculture &
Biology, v. 22, p. 510-516.

LU, Y.; RAO, S.; HUANG, F.; CAI, Y.; WANG, G.; CAI, K. (2016). Effects of biochar
amendment on tomato bacterial wilt resistance and soil microbial amount and activity.
International Journal of Agronomy, v. 2016 (2938282), p. 1-10. doi:10.1155/2016/2938282

MARRA, R.; VINALE, F.; CESARANO, G.; LOMBARDI, N.; D’ERRICO, G.; CRASTO, A_;
MAZZEI, P.; PICCOLO, A.; INCERTI, G.; WOO, S.L.; SCALA, F.; BONANOMI, G.; PAZ-
FERREIRO, J. (2018). Biochars from olive mill waste have contrasting effects on plants, fungi
and phytoparasitic nematodes. PLOS ONE, v. 13 (6), e0198728, p. 1-24.
doi:10.1371/journal.pone.0198728

155



MEHARI, Z.H.; ELAD, Y.; RAV-DAVID, D.; GRABER, E.R.; MELLER HAREL, Y. (2015).
Induced systemic resistance in tomato (Solanum lycopersicum) against Botrytis cinereal by
biochar amendment involves jasmonic acid signaling. Plant and Soil, v. 395, p. 31-44.
d0i:10.1007/s11104-015-2445-1

POSTMA, J.; NIJHUIS, E.H. (2019). Pseudomonas chlororaphis and organic amendments
controlling Pythium infection in tomato. European Journal of Plant Pathology, v. 154 (1), p.
91-107. doi:10.1007/s10658-019-01743-w

RAHMAN, L.; WHITELAW-WECKERT, M.A.; ORCHARD, B. (2014). Impact of organic
soil amendments, including poultry-litter biochar, on nematodes in a Riverina, New South
Wales, vineyard. Soil Research, v. 52 (6), p. 604-619. doi:10.1071/SR14041

ROGOVSKA, N.; LAIRD, D.; LEANDRO, L.; ALLER, D. (2017). Biochar effect on severity
of soybean root disease caused by Fusarium virguliforme. Plant and Soil, v. 413, p. 111-126.
d0i:10.1007/s11104-016-3086-8

SABES, P.L.P.; LON, M.M.; PETER, M.A.; MARUYAMA, J.; KOYAMA, S.; WATANABE,
T.; KOIZUMI, S. (2020). Effect of increased silicon content of paddy rice on sheath blight
development through carbonized rice husk application. Japan International Research Center
for Agricultural Sciences, v. 54 (2), p. 145-151.

SILVA, L.G.; DE ANDRADE, C.A; BETTIOL, W. (2020). Biochar amendment increases soil
microbial biomass and plant growth and suppresses Fusarium wilt in tomato. Tropical Plant
Pathology, v. 45, p.73-83. d0i:10.1007/s40858-020-00332-1

VON GLISCZYNSKI, F.; SANDHAGE-HOFMANN, A.; AMELUNG, W.; PUDE, R. (2016).
Biochar-compost substrates do not promote growth and fruit quality of a replanted German
apple orchard with fertile Haplic Luvicsol soils. Scientia Horticulturae, v. 213, p. 110-114.
doi:10.1016/j.scienta.2016.10.023

WANG, G.; MA, Y.; CHENIA, H.Y.; GOVINDEN, R.; LUOQ, J.; REN, G. (2020a). Biochar-
mediated control of Phytophthora blight of pepper is closely related to the improvement of the
rhizosphere fungal community. Frontiers in Microbiology, v. 11 (1427), p. 1-12. doi:
10.3389/fmich.2020.01427

156



WANG, M.; WANG, J.J.; TAFTI, N.D.; HOLLIER, C.A.; MYERS, G.; WANG, X. (2019b).
Effect of alkali-enhanced biochar on silicon uptake and suppression of gray leaf spot
development in  perennial ryegrass. Crop Protection, v. 119, p. 9-16.
doi:10.1016/j.cropro.2019.01.013

WANG, Q.; MA, L.; LI, Y. (2018). Effect of cover crops and soil amendments on tomato yield
and incidence of disease. Proceedings of the Florida State Horticultural Society, v. 131, p.
144-147.

WANG, W.; WANG, Z.; YANG, K.; WANG, P.; WANG, H.; GUO, L.; ZHU, S.; ZHU, Y .;
HE, X. (2020b). Biochar application alleviated negative plant-soil feedback by modifying soil
microbiome. Frontiers in Microbiology, 11 (799), p. 1-16. doi:10.3389/fmicb.2020.00799

WANG, Y.; MA, Z.; WANG, X.; SUN, Q.; DONG, H.; WANG, G.; CHEN, X; YIN, C.; HAN,
Z.; MAO, Z. (2019a). Effects of biochar on the growth of apple seedlings, soil enzyme activities
and fungal communities in replant disease soil. Scientia Horticulturae, v. 256 (108641), p. 1-
8. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2019.108641

WANG, Y.; PAN, F.; WANG, G.; ZHANG, G.; WANG, Y.; CHEN, X.; MAO, Z. (2014).
Effects of biochar on photosynthesis and antioxidative system of Malus hupehensis Rehd.
seedlings under replant conditions. Scientia Horticulturae, v. 175, p. 9-15.
doi:10.1016/j.scienta.2014.05.029

WU, H.; QIN, X.; WU, H.; LI, F.; WU, J.; ZHENG, L.; WANG, J.; CHEN, J.; ZHAOQO, Y.; LIN,
S.; LIN, W. (2020). Biochar mediates microbial communities and their metabolic
characteristics under continuous monoculture. Chemosphere, v. 246 (125835).
doi:10.1016/j.chemosphere.2020.125835

ZHANG, C.; LIN, Y.; TIAN, X.; XU, Q.; CHEN, Z.; LIN, W. (2017). Tobacco bacterial wilt
suppression with biochar soil addition associates to improved soil physiochemical properties
and increased rhizosphere bacteria abundance. Applied Soil Ecology, v. 112, p. 90-96.
doi:10.1016/j.aps0il.2016.12.005

ZWART, D.C.; KIM, S.-H. (2012). Biochar amendment increases resistance to stem lesions
caused by Phytophthora spp. in tree seedlings. HortScience, v. 47 (12), p. 1736-1740.
https://doi.org/10.21273/HORTSCI.47.12.1736

157



Figura 14. Comparativo de diferentes tratamentos no manejo de plantas de tomate. T1:
Controle absoluto: sem aplicagdo de BLE ou Trichoderma afroharzianum; T2: Aplicagéo de
BLE exclusivo; T3: Aplicacéo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum.
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Figura 15. Comparativo de diferentes tratamentos no manejo de plantas de tomate inoculadas
com o fitopatégeno Sclerotium rolfsii. T1: Controle absoluto: sem aplicacdo de BLE ou
Trichoderma afroharzianum; T5: Controle + patégeno; T6: BLE + patogeno; T7: T.

afroharzianum + patdgeno; T8: BLE + T. afroharzianum + patogeno.
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Figura 16. Raizes de plantas de tomate em diferentes tratamentos. T1: Controle absoluto: sem

aplicacdo de BLE ou Trichoderma afroharzianum; T2: Aplicacdo de BLE exclusivo; Ta3:

Aplicacdo de T. afroharzianum; T4: BLE + T. afroharzianum.
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Figura 17. Raizes de plantas de tomate inoculadas com o fitopatdgeno Sclerotium rolfsii e,

submetidas a diferentes tratamentos para controle da doenca. T5: Controle + patdgeno; T6: BLE

+ patégeno; T7: T. afroharzianum + patdgeno; T8: BLE + T. afroharzianum + patogeno.
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Fiura 1. Planta a
Sclerotium rolfsii (A). Crescimento micelial do fitopatdégeno no colo da planta de tomate (B).
Formacao de esclerécios de S. rolfsii (C).
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10. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribuiu para maior compreensao de diferentes ferramentas que
possam ser incorporadas nos sistemas agricolas para controle de fitopatdgenos habitantes de
solo. O BLE, conhecido pelos diferentes beneficios quando aplicado ao solo, foi capaz de
reduzir o crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos, demonstrando seu efeito
direto no controle in vitro desses microrganismos. Entretanto, foi possivel demonstrar que esse
controle varia de acordo com o microrganismo estudado, existindo uma dose especifica de BLE
com maior capacidade de inibicao.

A combinacéo BLE + Trichoderma afroharzianum foi responsavel por potencializar o
controle in vitro do fitopatdgeno Sclerotium rolfsii, resultado superior ao observado na
aplicacdo isolada de cada um. Os beneficios dessa combinacdo também se refletiram na
producdo de mudas de tomate, na auséncia ou presenca do S. rolfsii, visto a melhor performance
na producgéo de biomassa, resultando em plantas com maior desenvolvimento radicular, como
também, maior producdo de massa fresca de parte aérea.

A combinacdo BLE + Trichoderma afroharzianum englobou diferentes beneficios para
o sistema solo — planta, onde foi possivel observar melhorias nas propriedade fisico-quimicas
do solo, em especial a fertilidade, com incremento significativo no teor de fésforo. As plantas,
por sua vez, além de apresentarem maior producdo de biomassa, observou-se incremento na
producdo de fendis e flavonoides, como também, em alguns parametros fotossintéticos
relacionados a clorofila a.

Os diferentes beneficios associados a combinacdo BLE + Trichoderma afroharzianum
sdo de grande importancia no manejo de doengas ocasionadas por fitopatdgenos habitantes de
solo, onde a juncdo de diferentes ferramentas pode potencializar o controle, além de, estimular

a planta a expressar diferentes mecanismos de defesa.
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