U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

LUCAS GUEDES SILVA

ATIVIDADE MICROBIANA DO SOLO, PROMOCAO DE
CRESCIMENTO E CONTROLE DA MURCHA DE FUSARIUM
EM TOMATEIRO INFLUENCIADOS POR FINOS DE
CARVAO

LAVRAS - MG
2018



LUCAS GUEDES SILVA

ATIVIDADE MICROBIANA DO SOLO, PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
CONTROLE DA MURCHA DE FUSARIUM EM TOMATEIRO INFLUENCIADOS
POR FINOS DE CARVAO

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduacdo em Agronomia/Fitopatologia, area
de concentracdo em Fitopatologia, para obtencéo
do titulo de Mestre.

Dr. Wagner Bettiol
Orientador

Dr. Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiros
Coorientador

LAVRAS - MG
2018



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Silva, Lucas Guedes.

Atividade microbiana do solo, promocdo de crescimento e
controle da murcha de Fusarium em tomateiro influenciados por
finos de carvao / Lucas Guedes Silva. - 2018.

68 p.

Orientador(a): Wagner Bettiol.

Coorientador(a): Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiros.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Biocarvdo. 2. Fusarium. 3. Controle Alternativo. I. Bettiol,
Wagner. Il. Medeiros, Flavio Henrique VVasconcelos de. I11. Titulo.




LUCAS GUEDES SILVA

ATIVIDADE MICROBIANA DO SOLO, PROMOCAO DE CRESCIMENTO E
CONTROLE DA MURCHA DE FUSARIUM EM TOMATEIRO INFLUENCIADOS
POR FINOS DE CARVAO

SOIL MICROBIAL ACTIVITY, GROWTH PROMOTION AND CONTROL OF
FUSARIUM WILT IN TOMATO PLANTS INFLUENCED BY BIOCHAR

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduacdo em Agronomia/Fitopatologia, area
de concentragdo em Fitopatologia, para obtencéo
do titulo de Mestre.

APROVADA em 27 de Abril de 2018

Dr. Cristiano Alberto de Andrade Embrapa Meio Ambiente
Dr. Marcelo Augusto Boechat Morandi Embrapa Meio Ambiente
Dr. Julio Carlos Pereira da Silva UFLA

Dr. Wagner Bettiol
Orientador

Dr. Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiros
Coorientador

LAVRAS - MG
2018



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me iluminar em mais uma etapa de minha vida.

A Universidade Federal de Lavras e ao CNPq pela concessdo da bolsa para a realizacio
desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Wagner Bettiol, pela orientacao, apoio e confianca.

Ao Prof. Dr. Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiros, pela coorientacdo, suporte e
amizade.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria — Embrapa Meio Ambiente, pela
oportunidade e apoio concedidos para meu aperfeicoamento pessoal e profissional.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras, pelos conhecimentos adquiridos.

Aos meus familiares, em especial aos meus pais Jaime e Sénia, e a minha irméa Karen.

Aos companheiros de Laboratério na Embrapa Meio Ambiente: Marina, Mirian,
Michelli, Thiago, Lilian, Lucas Lago, Martinha, Laura, Josi, Erica, Gabriela, Jorge, Jodo e
Carol.

Aos amigos de Laboratorio e estudo na Universidade Federal de Lavras: Marcela;
Moysa, Paul, Pablo, Larissa, Victor, Gustavo, Gabi, Rafa, Luisa e Kize.

Aos funcionarios da Embrapa Meio Ambiente: Anamaria, Rosely, Marcia, Elke,
Gabriel, Juliana, Rafaela e Abrah&o, pela colaboracéo e amizade.

Aos meus amigos, Rafael, Thiago, Guilherme, Rubens, Eduardo, Breno, Rodrigo,
Renato, Gustavo e Pedro, pela valiosa amizade.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

OBRIGADOQ!



RESUMO

A utilizacdo de biomassas carbonizadas (biocarvdo) como um meio de melhorar as
caracteristicas fisicas e quimicas dos solos foram muito estudadas nos ultimos vinte anos. No
entanto, os efeitos do biocarvao (BC) sobre a microbiota do solo e seus impactos sobre as
doencgas de plantas, especialmente as de solo, ndo receberam a atencdo devida e ainda sdo
poucos compreendidos. O presente trabalho avaliou os impactos do fino de carvédo (FC) sobre
a atividade microbiana do solo e como agentes de promocdo de crescimento de plantas e
inducdo de supressividade a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 (fol), em tomateiro,
evidenciando a possibilidade da inducdo de respostas de defesa em plantas. No campo, foi
realizada a incorporagdo de FC (0-20 cm) nas concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 t ha™*
seguido do plantio de milho; apds a colheita, o solo foi amostrado e avaliado quanto a sua
atividade microbiana (liberagdo de CO2, C e N microbiano, FDA, fosfatase e urease).
Adicionalmente a este solo, foi coletado outro na Embrapa Meio Ambiente, o qual foi misturado
com FC nas concentragdes de 0, 1, 2, 3, 4 e 5% (v/v), sendo os solos infestados com fol (1x10°
conidios mL™?) e realizado o transplante de uma muda de tomateiro por vaso. O progresso da
doenca foi avaliado com uma escala diagramatica e ao final foram determinadas as massas secas
e frescas dos sistemas radiculares e aéreos, didmetro do caule, nimero de folhas e altura das
plantas. Para o ensaio de promocdo de crescimento, foi realizada mistura de FC nas
concentragdes de 0, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5 e 15% (v/v), e transplantado uma muda de tomateiro
por vaso, sendo o desenvolvimento das plantas acompanhado semanalmente. Trinta dias apds
o transplantio, foi realizada a coleta de quatro foliolos e avaliada a producdo de enzimas
relacionadas a defesa vegetal (peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase e
proteinas totais). A utilizagdo de Finos de Carv&o nas doses superiores a 20 t ha tem potencial
para aumentar a biomassa microbiana do solo e de 20 a 50 t ha™* na reducéo dos sintomas da
fusariose em tomateiro, sendo a inducdo de resisténcia sistémica a mais provavel hipotese,
devido a significativos aumentos na atividade da enzima polifenoloxidase. Finos de Carvéo
promoveram ganhos de biomassas aérea e radicular em tomateiros, a partir da concentracéo de
7,5%. O aumento da concentracdo de Finos de Carvao no solo reduziu a severidade da murcha
de Fusarium em tomateiro.

Palavras chave: Biocarvao, Fusarium, Controle alternativo.



ABSTRACT

The use of carbonized biomass (biochar) as a means to improve physical and chemical quality
of soils has been extensively studied in the last twenty years. However, the effects of biochar
on soil biota and its impacts on plant diseases, especially soilborne plant pathogens, have not
received due attention and are still poorly understood. In the present work we evaluated the
impacts of biochar (BC) on soil microbial activity, on plant growth promotion and biocontrol
to Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici race 3 (fol), in tomato. In the experimental field, the
incorporation of BC (0-20 cm deep) in the concentrations of 0, 10, 20, 30, 40 and 50 t ha'* was
carried out followed by the corn planting; after harvesting the soil was sampled and evaluated
for its microbial activity (microbial respiration, C and N microbial, FDA, phosphatase and
urease activity). In addition to this soil, another one was collected at Embrapa Meio Ambiente,
which was mixed with BC at concentrations of 0, 1, 2, 3, 4 and 5% (v/v), being the soils infested
with fol (1x10° conidia mL1) and one tomato seedling per pot was transplanted. The progress
of the disease was evaluated with a diagrammatic scale and at the end the fresh and dry weight
of the root and aerial systems, stem diameter, number of leaves and plant height were
determined. For the growth promoting assay, BC was mixed at concentrations of 0, 2.5, 5, 7.5,
10, 12.5 and 15% (v/v), one tomato seedling per pot, was transplanted and plant development
was evaluated weekly. Thirty days after transplanting, four leaves were collected and enzymes
(peroxidase, polyphenoloxidase, phenylalanine ammonia-lyase and total proteins) were
evaluated. Biochar at doses of 20 t ha has potential to increase soil microbial biomass and
from 20 to 50 t ha't in reducing the symptoms of tomato Fusarium wilt, being an induction of
systemic resistance the most probable due to an increase in the polyphenoloxidase activity. BC
increased aerial and root biomass in tomato plants from the concentration of 7.5%. The increase
of the concentration of BC in the soil reduces the severity of Fusarium wilt in tomato.

Key words: Biochar, Fusarium, Alternative control.
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1 INTRODUCAO

Conciliar compromissos ambientais com a crescente necessidade por oferta de
alimentos, fibras, bioenergia e uma variedade de matérias primas e produtos € um dos principais
desafios da agricultura contemporanea (SMITH; GREGORY, 2013). No entanto, 0 maior
engajamento da populagdo em causas ambientais, aliado a expansdo de politicas publicas de
incentivo & adocdo e ao desenvolvimento de novas tecnologias para uma producdo agricola
mais sustentavel, tem alavancado a mudanca deste paradigma.

O manejo dos solos agricolas é parte fundamental neste processo, pois Sseu uso
inadequado representa um dos direcionadores do aquecimento global ao interferirem no ciclo
do carbono e do nitrogénio, aumentando a mineralizagcdo do carbono estabilizado na matriz do
solo e as emissBes de N2O (SMIL, 2011). Associado a isto, 0 que se tem observado nas ultimas
décadas € a intensificacdo no uso da terra sem os devidos cuidados necessarios a manutencéo
da sustentabilidade, sendo em grande parte impulsionada pela crescente necessidade de se
alimentar uma populagdo em constante crescimento (SMITH; GREGORY, 2013). Como
alternativas, a abertura de novas areas e 0 uso mais acentuado do solo podem contribuir para o
aumento da producdo agricola necessaria para atender a essa demanda, porém com sérias
implicacdes a longo e médio prazo para 0 meio ambiente (GODFRAY et al., 2010; TILMAN
etal., 2011).

De acordo com o Painel Intergovernamental de Mudancas Climéticas (IPCC, 2014), a
agricultura, a silvicultura e demais formas de uso da terra foram responsaveis por
aproximadamente 25% das emissBes antropogénicas de dioxido de carbono (CO2) em 2010,
sendo este um dos gases de efeito estufa (GEE) responsaveis pelo aumento das temperaturas
globais.

Neste contexto, uma alternativa que tem sido proposta como um meio para atenuar as
alteracdes climaticas antropogénicas e simultaneamente melhorar os atributos fisicos, quimicos
e bioldgicos dos solos agricolas é a utilizagdo do biocarvdo (WOOLF, 2008). Este termo &
empregado para se designar o produto solido da pirélise de biomassas, com o0 objetivo de
concentrar carbono numa forma mais resistente a degradacdo, para ser aplicado ao solo de
forma intencional, visando aumentar o estoque de carbono e obter beneficios agricolas e
florestais (BENITES et al., 2005; COSTA; KERN, 1999; TORRES et al., 2005).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO, 2017), o Brasil é lider mundial na producéo de carvao vegetal, com producéo estimada

em 6,2 milhdes de toneladas em 2015, na qual, cerca de 80% deste montante é utilizado em
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altos-fornos para a producéo de aco e ferro-gusa (BALANCO ENERGETICO NACIONAL,
2017). Contudo, no processo de carbonizacdo da biomassa para a producdo do carvao vegetal,
grandes volumes de subprodutos séo gerados, devido, principalmente, a sua baixa resisténcia
mecanica e pelas numerosas opera¢cdes de manuseio e transporte, como consequéncia, a geracao
de finos de carvao (moinha) pode representar até 15% do total de carvao produzido (BENITES
et al., 2009). Os finos de carvdo podem ser direcionados para inje¢cdo no préprio processo
produtivo siderargico na forma de briquetes (CGEE, 2014). Todavia, ha grandes porcentagens
destes subprodutos que ndo tém finalidade.

No Japdo os finos de carvao (FC) ja sdo utilizados na composi¢do de substratos
organicos e como condicionadores de solos ha mais de cinco décadas (WADA, 1997,
ZANETTI et al., 2003). Segundo Maekawa (2002), os FC apresentam caracteristicas ideais para
a composicdo de substratos organicos, pois apresentam alta porosidade, 0 que permite aumentar
sua capacidade de retencdo de agua; propicia e facilita a proliferacdo de microrganismos
benéficos, além de possuir, em sua composi¢do, elementos minerais como magnésio, boro,
silicio, cloro, cobre, manganés, molibdénio e, principalmente, potassio.

No Brasil 0 emprego de carvdes vegetais em substratos ou diretamente no solo ainda é
restrito, sendo que a grande maioria dos estudos que abordaram este topico foram realizados na
ultima década. Fato este corroborado por levantamento realizado por Brito (2000), no qual
constatou-se que a grande maioria das carvoarias ativas do Estado de Sdo Paulo se destina a
obtencdo apenas do carvdo comercial, sem se preocupar em aproveitar os demais componentes,
na qual 64% do fino de carvdo obtido na classificacdo do carvdo vegetal é descartado no
ambiente.

A possibilidade de se utilizar carvGes como condicionadores de solos surgiu apos o
estudo e entendimento das chamadas “Terras Pretas de Indio” (TPI), que sio solos de origem
antropogénica encontrados na regido amazonica, resultantes de anos de deposicao de material
organico carbonizado (LEHMANN et al., 2003; SPOKAS et al., 2012). Esses solos sdo de
excelente fertilidade, com altos teores de carbono, potassio, célcio, magnésio, zinco e
manganés, diferentemente da maioria dos solos amazdnicos ndo perturbados pela atividade
humana, geralmente acidos e pobres em nutrientes.

Logo, na tentativa de recriar solos com tais caracteristicas, diversas pesquisas vem
avaliando o uso de carvdes de origem vegetal como condicionadores de solos, e relatos
positivos decorrentes de sua utilizacdo sdo diversos, como: mitigacdo de mudancgas climaticas
por meio do sequestro de carbono (LEHMANN, 2007), melhora do pH em solos &cidos (CHAN
et al., 2008), aumento da capacidade de troca catidnica em solos pobres em matéria organica
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(SILBER; LEVKOVITCH; GRABER, 2010), aumento da retencdo de agua e nutrientes aos
solos (GLASER; LEHMANN; ZECH, 2002; NOVAK et al., 2009), adsorgéo de metais pesados
(KOMKIENE; BALTRENAITE, 2016), promogéo de crescimento e supressdo de doencgas de
plantas (ELAD et al.,, 2010; GRABER et al., 2010) e aumento da comunidade de
microrganismos benéficos no solo (KOLB; FERMANICH; DORNBUSH, 2009).

Portanto, partindo-se do principio que a disponibilidade de finos de carvao é abundante
no Brasil, sua utilizagdo como condicionador de solos agricolas poderia promover maltiplas
vantagens no sistema solo-planta, sendo uma fonte de carbono pirogénico de baixo custo e,
consequentemente, diminuindo a contaminacéo associada ao seu descarte para 0 meio ambiente
(AHMAD et al., 2014).

Entretanto, apesar dos potenciais ganhos da adi¢cdo de carvdes vegetais no solo, diversas
pesquisas demonstraram que alguns de seus efeitos sdo muito dependentes da biomassa
utilizada, da temperatura empregada no processo de pirdlise, das concentragcfes aplicadas ao
solo, entre outros. Além disso, o conhecimento a respeito de seus efeitos na abundancia e
estrutura da comunidade microbiana do solo e o concomitante efeito potencial sobre os
processos biologicos, ainda ndo estdo totalmente compreendidos, na qual essa lacuna do
conhecimento necessita ser melhor entendida (LEHMANN et al., 2011; NAVARRETE et al.,
2010). Ademais, a utilizacdo de compostos organicos nos solos tem sido proposta como uma
forma de reduzir a incidéncia de doencas de plantas causadas por patégenos de solo.

Portanto, hipotetiza-se que finos de carvdo possam aumentar a atividade microbiana no
solo e atuar direta ou indiretamente no controle da murcha de Fusarium no tomateiro. O presente
trabalho foi realizado com o objetivo de estudar os impactos do fino de carvao na atividade
microbiana do solo, por meio de pardmetros bioquimicos, bem como, avaliar seus efeitos no
crescimento de plantas e na severidade da murcha de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
raca 3, em tomateiro, evidenciando a possibilidade da inducdo de respostas de defesa em

plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carvao Vegetal

A producao de carvédo vegetal é o mais antigo processo de transformacdo quimica da
madeira. Carves geralmente sdo reportados como materiais pouco reativos (inertes),
hidrofobicos, geralmente de elevada area superficial e contendo de 85 a 95% de carbono em
sua composicdo (KISHIMOTO; SUGIRA, 1985). Segundo Gomes; Oliveira (1982), o carvéo
vegetal é definido como o residuo solido da carbonizacdo ou pirdlise da madeira, na qual a
biomassa é queimada ou aquecida numa atmosfera restrita de ar, e decompostos a agua,
compostos volateis, fragdes organicas, e outros.

De maneira geral, a pirélise consiste na termodegradacdo de um combustivel sélido, que
implica na ruptura de ligacdes carbono-carbono e dando origem a ligagdes carbono-oxigénio,
na qual parte da biomassa € reduzida a carbono e a outra parte é oxidada e hidrolisada. Como
resultado, obtém-se gases ndo condensaveis (syngas), vapor/liquido condensavel (bio-6leo) e
uma fracdo solida (carvao) (BREWER et al., 2011; STEWART et al., 2013).

Dependendo das condicGes de operacdo do processo, a pirolise pode ser classificada de
trés formas: pirdlise lenta, rapida e o processo denominado pirdlise “flash” (BAHNG et al.,
2009). A pirdlise rapida e “flash” sdo mais utilizadas na producdo de gases e 6leos, uma vez
que sdo empregadas altas taxas de aquecimento em um curto periodo de tempo, geralmente
acima de 100 °C s, o que favorece a perda de massa e a maior liberagdo de gases e vapores
condensaveis. Por outro lado, a pirdlise lenta € realizada em baixas taxas de aquecimento por
longo periodo de tempo (abaixo de 80 °C min), maximizando a formagéo do produto sdlido
(LAIRD et al., 2010).

O comportamento da madeira, perante o processo de carbonizacdo, representa o
somatorio do comportamento de cada um dos seus principais componentes. Quando a madeira
é submetida a acdo do calor, ao atingir temperaturas em torno de 150 °C, inicia-se 0 processo
de decomposicao, no qual todos o0s seus componentes sdo extensivamente alterados, ocorrendo,
principalmente, a secagem da madeira. Neste curto intervalo, chamada fase A da carbonizagdo,
observa-se a presenga de acidos formico e acético, além de gases constituidos de vapor d’agua
e tracos de didxido de carbono (LEVAN; WINANDY, 1990).

De 200 a 280 °C ocorre a fase B, na qual s&o produzidos gases semelhantes aos da fase
A, havendo apenas uma redugdo na quantidade de vapor d’agua e de mondxido de carbono
liberados. Numa segunda fase ocorre a quebra das hemiceluloses, a despolimerizagdo da

celulose nas regides amorfas e a ruptura da lignina em blocos complexos. Ao mesmo tempo, a
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madeira sofre pequenas contracbes e, surgem pequenas rachaduras em sua estrutura,
consequentes da rapida expansao dos gases liberados. Nessa fase, a madeira comeca a perder a
sua aparéncia e estruturas originais, tornando-se cada vez mais enegrecida (KOLLMAN;
COTE, 1968; GOMES; OLIVEIRA, 1982; OLIVEIRA, 1988).

A fase C inicia-se quando a temperatura ultrapassa os 280 °C. Neste ponto ocorre a
pirdlise propriamente dita, na qual as reagcdes sdo exotérmicas e a decomposicdo térmica da
madeira mantém-se apenas com a energia liberada da quebra das ligac6es das unidades basicas
de celulose, hemiceluloses e lignina. A degradacdo térmica nesta etapa gera mondxido de
carbono, metano, formaldeido, &cido férmico, &cido acético, metanol e hidrogénio, diluidos
com os produtos das fases A e B, além de alcatrdes. Por fim, a massa solida resultante da
pirélise, na fase C, é o que se denomina carvao vegetal (KOLLMAN; COTE, 1968; GOMES;
OLIVEIRA et al., 1982; OLIVEIRA, 1988).

Um dos grandes problemas inerente a producdo de carvdo vegetal no Brasil estd na
tecnologia utilizada no seu processo produtivo. Localizadas préximas a florestas, as unidades
produtivas, em sua grande maioria, obtém o carvdo em fornos de alvenaria denominados de
“rabo quente”, que apresentam pequeno controle operacional sobre o processo, permitindo um
aproveitamento de somente 25% da madeira na forma de carvéo vegetal e o restante lan¢ado na
atmosfera em forma de gases (HOMMA et al., 2006; MANZONI; BARROS, 2011; PINHEIRO
et al., 2006). Apesar do baixo controle operacional e de ser um método de carbonizacdo
primitiva, tais fornos ainda sdo amplamente utilizados pelo seu baixo custo de implantacéo,
operacdo e manutencado, devido a grande maioria das unidades produtivas serem de pequeno
porte e com recursos monetarios insuficientes para o investimento em maquinarias de maior
eficiéncia e com aproveitamento de residuos, diferentemente de empresas siderdrgicas
integradas que adotaram métodos modernos desde o inicio dos anos 1990 (MANZONI;
BARROS, 2011).

O Brasil é o Unico pais do mundo que usa carvdo vegetal em grande escala como um
agente de duplo propdsito em altos-fornos de producéo de aco, isto €, como uma fonte de calor
e mondxido de carbono (gas redutor do minério de ferro) (PROTASIO et al., 2014), em
substituicdo ao coque de carvdo mineral. Como consequéncia, uma serie de vantagens sao
desencadeadas para o pais, destacando-se o fato de constituir uma fonte energeética renovavel,
e de fundamental importancia, dada a ma qualidade do carvdo mineral nacional devido ao alto
conteddo de impurezas (teor de cinzas e de enxofre) (SAMPAIOQ, 1990); e a possibilidade da
geragdo dos créditos de carbono, que viabilizam a entrada de investidores que necessitam
alcancar suas metas (MACEDO; CORTEZ, 2005; MACHADO, 2009).
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Entretanto, apesar das vantagens, o alto indice de geracdo de finos de carvao (pedagos
menores que 8 mm) é um problema neste setor, pois o carvao vegetal é por natureza um produto
bastante friavel (fragil, suscetivel de se esfarelar), caracteristica que é agravada pelas numerosas
operacdes de manuseio e transporte; e por estes estarem abaixo da granulometria adequada para
0 bom funcionamento do alto forno, ndo podem ser utilizados no processo siderurgico
(OLIVEIRA, 1988).

Segundo Benites et al. (2009) a geracao de finos de carvdo no processo de producéo do
carvao, pode representar até 15% do carvdo produzido. J& na siderurgia, a média de residuo
solido gerado para cada tonelada de ferro gusa produzido € de aproximadamente, 500 kg,
distribuidos da seguinte forma: escéria (41%), finos de minério de ferro (28%), finos de carvéo
vegetal (18%), e o restante é representado por materiais particulados retido nos equipamentos
(INSTITUTO ACO BRASIL, 2014).

Apesar do grande volume de finos gerados no processo, uma parcela deste contingente
pode ser direcionada para processos de injecdo de finos ou comercializados na forma de
briquetes (CGEE, 2014). Todavia, ha grandes porcentagens destes subprodutos que ndo tém
finalidade, e a reciclagem do fino de carvédo no parque siderdrgico (injecdo nos fornos e producao
de briquetes) é onerosa e emite na atmosfera gases de efeito estufa (GEE); enquanto seu uso agricola
tem potencial para incremento de carbono no solo, contribuindo para a mitigacédo do aquecimento
global.

Logo, o desenvolvimento de estratégias de gestdo destes subprodutos, para 0 uso como
condicionadores do solo, ndo s6 é altamente desejavel como também estratégico para o setor
florestal e siderurgico brasileiro, haja vista que o carvdo ou os finos do carvdo quando

intencionalmente aplicados nos solos também podem ser denominados de biocarvao.

2.2 Biocarvéao

Os estudos sobre os biocarvdes sdo relativamente recentes quando comparado a idade
do material que inspirou seu surgimento (MADARI; MAIA; NOVOTNY, 2012). A proposta
de sua aplicagdo ao solo foi motivada pela observacio e estudo das “Terras Pretas de Indio”
(TPI), que sdo solos de origem antropogénica encontrados na regido amazonica, resultantes de
anos de deposicao de material organico carbonizado (LEHMANN et al., 2003; SPOKAS et al.,
2012). Como resultado desta acéo antrdpica, houve a formacéo de areas que apresentam solos
com a camada superficial mais escura do que as areas vizinhas, além de grande nimero de
restos de materiais arqueoldgicos, como fragmentos de ceramica e artefatos liticos em sua
composicao (SOMBROEK, 1966).
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Os altos indices de fragfes organicas nestes solos, promoveram significativas alteracdes
em sua colorago, razdo do nome “Terra Preta de indio” ou “Anthropogenic Dark Earth”.
Adicionalmente, a alta persisténcia da matéria organica nesses solos € vista como algo atipico,
uma vez que, as condicBes climaticas da regido (altas temperaturas e umidade relativa),
apontam para sua répida degradacdo. Esta resisténcia vem sendo relacionada a estrutura
altamente aromatica dos carvoes, que é quimica e micro biologicamente estavel (GLASER et
al., 2000; MANN, 2002).

E reconhecido de que os solos de TPl da Amaz6nia sdo um dos solos mais férteis do
mundo (GLASER et al., 2001), diferentemente da maioria dos solos amazénicos néo
perturbados pela atividade humana, geralmente acidos e pobres em nutrientes. Tal caracteristica
deve-se principalmente aos altos teores de célcio, magnésio, zinco, manganés, potassio e
carbono, resultantes da intensa atividade humana pré-histérica, verificado por acentuados
processos de acimulo de restos de animais (0ssos, gordura, sangue, fezes, restos de peixes etc),
vegetais (folhas de palmeiras, sementes, cascas de mandioca, etc), e de carvdes residuais de
fogueiras domeésticas e da queima da vegetacdo para uso agricola do solo (CUNHA et al., 2007;
GLASER et al., 2001; NOVOTNY et al., 2009).

De acordo com Lal (2009), os solos de TPl da Amazo6nia possuem idades que variam
de 500 a 7000 anos, evidenciando sua grande longevidade (meia-vida estimada em 10%-10’
anos), estabilidade e capacidade de retencdo de nutrientes nos solos.

A existéncia das TPI sugere que, pelo menos teoricamente, solos de baixa fertilidade
podem ser transformados em solos férteis, ndo apenas pela adicdo de fontes minerais de
nutrientes, mas pela adicdo de compostos organicos estaveis na forma de biocarvdo (BENITES
etal., 2005; COSTA; KERN, 1999; LEHMANN, 2009; TORRES et al., 2005).

Visando a obtencdo de um material semelhante as TPI, diversas pesquisas tém se
dirigido para a producdo de um material chamado biocarvao “biochar”, que pode ser definido
como o produto ou subproduto de diferentes processos de pirdlise (processo de decomposicao
térmica que utiliza temperaturas entre 400 °C e 800 °C, na auséncia total ou parcial de oxigénio)
de diferentes biomassas (REZENDE et al., 2011), com o intuito de aplica-los aos solos.

Muitas biomassas e matérias organicas podem ser utilizadas para a producdo de
biocarvdes (BC), destacando-se os residuos organicos urbanos (restos de podas de arvores, lodo
de esgoto), agricolas (restos de culturas, bagacos e palhas), industriais e de origem animal
(ossos, esterco), sendo, portanto, de grande utilidade para a reciclagem de uma ampla gama de
residuos (ABDELHAFEZ; LI; ABBAS, 2014), e consequentemente, diminuindo a
contaminacéo associada ao descarte para 0 meio ambiente (AHMAD et al., 2014). Ademais, a
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conversdo de residuos em BC também promove a eliminagdo de todos os patdgenos ativos
(AHMAD et al., 2014) presentes na biomassa a ser pirolisada.

Quando aplicado ao solo, o BC sofre uma série de interacbes bioquimicas e suas
propriedades podem se alterar com o tempo, havendo a formacdo de compostos fendlicos,
carboxilicos, carbonilicos, quinonas, e grupos funcionais hidroxila (PAZ-FERREIRO et al.,
2014). Estas alteracdes nas propriedades dos BC, aliado a sua estrutura altamente porosa, levam
a um aumento da concentracdo de sitios quimicamente reativos, capazes de estabelecer ligacdes
com varios nutrientes do solo, o que consequentemente, aumentaria o potencial produtivo do
solo (LEHMANN et al., 2003).

Outro fator preponderante a sua utilizacdo, se refere a grande estabilidade e ao lento
processo de degradacdo que sofre no solo, pois durante o processo de queima da biomassa
ocorre a estabilizacdo do C existente, numa forma mais resistente a decomposi¢do quimica e
biolégica (ALBURQUERQUE et al., 2013), ao contrario da maioria das matérias organicas
convencionais, que sao facilmente decompostas.

Entretanto, apesar dos beneficios agronémicos e ambientais inerentes ao uso do BC no
solo, fatores como a temperatura de pir6lise e a biomassa utilizada, apresentam extrema
importancia na qualidade e reatividade do BC (BREWER et al., 2011; ENDERS et al., 2012).

A porosidade, concentracdo de grupos funcionais e o tamanho das particulas do BC
dependem principalmente do tipo de biomassa utilizada e s6 em um segundo momento estes
serao influenciados pelas caracteristicas do processo, como a temperatura da pirdlise.

O teor de cinzas do BC depende, sobretudo, do contetudo de cinzas da matéria-prima
utilizada. Gramineas, cascas de grdos, residuos de palhas e estrume, geralmente ddo origem a
BC com elevado teor de cinzas, em contraste com os obtidos de materiais lenhosos (DIAS et
al., 2010). Quanto ao efeito da temperatura sob o teor de cinzas, Shinogi e Kanri (2003)
mostraram que o contelldo de cinzas aumenta com o aumento da temperatura para todas as
matérias-primas utilizadas. Elementos como N, C, H, O e S sdo volatilizados durante o
aquecimento a temperaturas variadas, enquanto sais inorganicos nao sdo volatilizados t&o
facilmente, o que é a principal razdo para 0 aumento do teor de cinzas do BC (SILBER et al.,
2010).

Quanto ao efeito da temperatura na qualidade final do BC, sabe-se que biomassas
pirolisadas em temperaturas mais baixas mantém parte de suas estruturas quimicas inalteradas
pela carbonizagéo, portanto, sdo materiais mais sujeitos a degradagdo microbiana, podendo
levar a liberagdo dos nutrientes que fazem parte de sua composi¢do (CANTRELL et al., 2012;
MUKHERJEE; ZIMMERMAN; HARRIS, 2011; SINGH et al., 2010). J& os BC pirolisados a
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altas temperaturas, devido ao processo mais intenso de carbonizacdo, sdo materiais mais
estaveis, portanto, menos sujeitos a degradacdo microbiana e consequentemente com maior
potencial de sequestro de carbono (KRULL et al., 2009). Entretanto, a queima em temperaturas
mais elevadas provoca a perda de alguns grupos funcionais de superficie, o que reflete
diretamente na capacidade de troca de cétions (CTC) e na qualidade do BC (HOSSAIN et al.,
2011; STEWART et al., 2013).

A aplicacdo do BC no solo tem como proposta principal a mitigacdo das emissdes de
gases de efeito estufa e aumento da permanéncia do carbono sequestrado no solo (SINGH et
al., 2010; SOHI et al., 2010), pois o processo de pirdlise aumenta sua resisténcia a oxidacao, e
como o C do BC é derivado do CO; atmosférico, fixado na biomassa através da fotossintese, a
incorporacdo de C estavel no solo com a adi¢do do BC, representa um mecanismo de remoc¢ao
de C atmosférico e armazenamento no solo a longo prazo. Porém, essa capacidade de sequestrar
C atmosférico tem sido considerada como um beneficio adicional desse material, pois muitos
estudos tém comprovado que o BC promove diversos beneficios ao sistema agricola, uma vez
que traz melhorias nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (LEHMANN et al.,
2003; SCHMIDT; SKJEMSTAD; JAGER, 2002; STEINER et al., 2007).

Os meios pelos quais 0 BC melhora as respostas das culturas podem ser atribuidos a
efeitos diretos pelo fornecimento de nutrientes (SILBER et al., 2010) e a varios outros efeitos
indiretos, incluindo: aumento da retencéo de nutrientes (CHAN et al., 2008); melhorias no pH
do solo (NOVAK et al., 2009; YAMATO et al., 2006); aumento da capacidade de troca de
cations (CHENG et al., 2006); neutralizacdo de compostos fitotdxicos no solo (WARDLE;
ZACKRISSON; NILSSON); melhora na retencdo de dgua (GLASER et al., 2002); promocao
de fungos micorrizicos (RONDON et al., 2007; WARNOCK et al., 2007); e alteracdo de
populacdes e funcdes microbianas do solo (PIETIKAINEN; KIIKKILA; FRITZE, 2000).

Além disto, em decorréncia de sua estrutura altamente porosa, o BC pode oferecer
micrositios favoraveis ao abrigo de microrganismos, contra predadores da fauna do solo
(PIETIKAINEN et al., 2000). Essa estrutura porosa possui alta superficie interna com a
habilidade de adsorver matéria organica sollvel, gases e nutrientes inorganicos, tornando-o um
habitat ideal para colonizagdo, crescimento e reproducdo de microrganismos, particularmente
para bactérias e fungos micorrizicos arbusculares (THEIS; RILLIG, 2009). Contudo, apesar de
a interagdo dos microrganismos com o carvao ainda néo ser bem compreendida, alguns estudos
encontraram efeitos diretos da adicdo de BC no solo com a comunidade microbiana, sendo
responsaveis por proporcionar aumentos na composicdo da biomassa microbiana e nas

atividades enzimaticas, tanto no solo quanto na rizosfera (LEHMANN et al., 2011). Entretanto,
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poucos estudos abordaram o potencial da adi¢cdo de BC sob a incidéncia/severidade de doencas
em plantas (ELAD et al., 2012).

Segundo Elad et al. (2012), as mudangas nas comunidades microbianas podem incluir
um aumento de microrganismos benéficos que protegem as plantas de forma direta contra
patégenos do solo, por meio da producdo de antibidticos, competicdo, hiperparasitismo ou
inducdo de mecanismos de defesa sistémica nas plantas. Além disso, os compostos quimicos
presentes nos alcatrdes residuais, que sdo adicionados ao solo com o BC, podem ter efeitos
toxicos diretos nos patogenos do solo. Graber et al. (2010) identificaram uma série de
compostos presentes nos BC que s&o conhecidos por afetar adversamente a sobrevivéncia e
crescimento  microbiano, estes incluem o etilenoglicol e propilenoglicol, acido

hidroxipropionico e butirico, &cido benzdico e o-cresol, quinonas e 2-fenoxietanol.

2.3 Supressividade

Nos ultimos anos, com o intuito de desenvolver uma agricultura mais sustentavel,
muitas pesquisas tém sido direcionadas para o desenvolvimento de estratégias agronémicas
voltadas para o controle de fitopatdgenos, caracterizadas por alta eficiéncia, baixo custo e de
reduzido impacto ambiental. Isto porque as estratégias convencionais, normalmente utilizadas
para 0 manejo de doengas de plantas, como 0 uso de cultivares resistentes e fungicidas
sintéticos, ndo sdo capazes de controlar completamente a ampla variedade de bactérias,
nematoides, fungos e oomicetos que acometem as culturas, causando consideraveis perdas na
producdo agricola anualmente.

Nesse contexto, a possibilidade de se aplicar matérias organicas ao solo, incluindo
esterco animal, adubos verdes, residuos organicos da agroindustria, e compostagens séo de
grande interesse entre cientistas (HOITINK; BOEHM, 1999) e agricultores. Essas matérias
organicas, além de melhorar a estrutura e a qualidade dos solos (BONANOMI et al., 2014),
podem efetivamente suprimir doencas de plantas causadas por patdgenos de solo (NOBLE;
COVENTRY, 2005) e de parte aérea (ZHANG; DICK; HOITINK, 1996), como:
Gaeumannomyces graminis f. sp. tritici (TILSTON; PITT; GROENHOF, 2002),
Macrophomina phaseolina (LODHA, 1995), Verticillium dahliae (LAZAROVITS; CONN;
POTTER, 1999), Phytophthora (SZCZECH; SMOLINSKA, 2001), Pythium (MCKELLAR;
NELSON, 2003) e muitas espécies de Fusarium (SZCZECH, 1999).

O termo supressividade se refere a capacidade de alguns solos em prevenir o
estabelecimento de patdgenos ou inibirem suas atividades patogénicas, podendo esta ser uma

caracteristica natural do solo ou induzida/potencializada por fatores bidticos e abioticos
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(COOK; BAKER, 1983). Hornby (1983) aponta a existéncia de dois tipos de solo supressivo:
o primeiro diz respeito a habilidade do solo de limitar a densidade do patgeno e suas atividades
saprofiticas; e 0 segundo, a capacidade do solo de restringir o desenvolvimento da doenca
mesmo com alta densidade de inoculo, hospedeiro suscetivel e condi¢cbes ambientais
favoraveis.

Dentre os fatores que podem levar um solo a se tornar supressivo, 0s bioldgicos sdo 0s
mais estudados e susceptiveis a alteracGes. A parte viva do solo é composta por animais,
vegetais, bactérias, fungos, e uma infinidade de outros organismos, sendo esta parcela muito
sensivel as alteraces decorrentes dos processos comumente empregados no manejo dos solos
(aracdo, adubacdo, calagem, monoculturas etc.) e por fatores abioticos (temperatura e umidade),
podendo estas modificacbes favorecer ou ndo o desenvolvimento e estabelecimento de
determinados organismos na area.

A incorporagdo de matéria organica é conhecida por estimular a atividade da microbiota
do solo, limitando a atividade dos fitopatdgenos. Solos ricos em matéria organica geralmente
apresentam maior supressividade por promoverem e suportarem maior atividade microbiana,
além de ser fornecedora de micronutrientes, horménios e outras substancias resultantes da sua
decomposicdo, levando a inducdo de resisténcia do hospedeiro ou controlando o patdégeno
(BETTIOL; GHINI, 2005). A supressdo do patégeno ocorre pelo aumento da competicdo por
espaco e nutrientes, favorecendo a produgdo de metabdlitos e aumentando a atividade dos
parasitas e predadores. Sendo assim, um solo supressivo esta relacionado com a alta diversidade
biolégica nele presente (BETTIOL; GHINI, 2005), tendo em vista que as plantas podem
explorar o consoércio microbiano do solo para protecéo contra patdgenos de raiz (MENDES et
al., 2011).

Além dos fatores bioldgicos, as propriedades fisicas e quimicas do solo, como o pH,
condutividade elétrica, teor de matéria organica, nutrientes, estrutura, textura e capacidade de
retencdo de agua também podem atuar de forma direta na supressividade do solo, por meio do
favorecimento da atividade microbiana, ou indiretamente, quando interferem no ciclo do
patdgeno. Entretanto, distinguir entre os fatores responsaveis pela supressividade é uma
dificuldade frequentemente encontrada (BETTIOL; GHINI, 2005), uma vez que ela é
compreendida por complexas interacdes entre patdgeno-ambiente-hospedeiro (ARSHAD;
MARTIN, 2002).
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2.4 Biocarvao no Manejo de Doencas de Plantas

A aplicacéo de BC no solo tem surgido como uma ferramenta promissora para o controle
de doencas de plantas. Apesar do pequeno numero de trabalhos publicados que abordam esta
tematica, as adicbes de BC, em termos gerais, foram responsaveis pela inducdo de
supressividade em 85% dos casos, ndo significativo em 12% (BONANOMI; IPPOLITO;
SCALA, 2015) e somente dois estudos reportaram aumento na incidéncia ou severidade da
doenca com a aplicacdo de altas doses de BC (JAISWAL et al., 2014; JAISWAL et al., 2015).
Esta frequéncia de efetividade no controle de doencas € muito superior quando comparada as
demais matérias organicas comumente utilizadas, como: turfa (4%), residuos ndo processados
da agricultura (45%) e compostos organicos (56%) (BONANOMI et al., 2007).

Os BC tém sido reportados como sendo efetivos na supressdo de doencgas tanto de parte
aérea quanto de solo. Para os patdgenos de parte aérea, a aplicacao de diferentes BC derivados
de madeira de citros foram capazes de controlar o mofo cinzento causado por Botrytis cinerea
em tomate (Lycopersicum esculentum), pimentdo (Capsicum annuum) (ELAD et al., 2010) e
no morangueiro (Fragaria x ananassa) (HAREL et al., 2012). Além disto, Elad et al. (2010) e
Harel et al. (2012) reportaram que BC produzidos com madeira de citros e residuos de estufa,
sob condicBes controladas, reduziram significativamente a incidéncia de oidio, causado por
Leveillula taurica no tomateiro e Podosphaera aphanis no morangueiro, respectivamente.

Em relacdo as doencas provocadas por patdgenos de solo, a capacidade supressora do
BC foi reportada para Fusarium oxysporum f. sp. asparagi (ELMER; PIGNATELLO, 2011),
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (POSTMA et al., 2013), Fusarium proliferatum
(ELMER; PIGNATELLO, 2011), Pythium aphanidermatum (POSTMA et al., 2013),
Phytophthora cactorum (ZWART; KIM, 2012), Phytophthora cinnamomi (ZWART; KIM,
2012) e Rhizoctonia solani (JAISWAL et al., 2014; JAISWAL et al., 2015).

Na literatura, sdo propostos ao menos cinco mecanismos pelos quais 0 BC age no
controle de doencas: (i) inducédo de resisténcia sistémica nas plantas hospedeiras; (ii) aumento
na abundancia e/ou atividade de microrganismos benéficos; (iii) alteracdo na qualidade do solo
em termos de disponibilidade de nutrientes e condicdes abioticas; (iv) efeitos fungitoxicos do
biocarvao; (v) sor¢do de compostos fitotoxicos e alelopaticos (BONANOMI et al., 2015).

A inducdo de resisténcia em plantas € creditada como o0 mecanismo responsavel pela
supressdo da doenca em nove dos 18 casos experimentais ja publicados (BONANOMI et al.,
2015). Harel et al. (2012) demonstraram que morangueiros crescidos em substratos contento
BC obtiveram maior expressdo de genes que codificam trés proteinas relacionadas a patogénese

(FaPR1, Faolp2, Fra a3), um gene que codifica uma lipoxigenase (Falox) e um gene
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(FaWRKY1). Mais recentemente, Mehari et al. (2015) demonstraram, usando o patossitema
Solanum lycopersicon-B. cinerea, que a resposta de inducdo de resisténcia sistémica (ISR)
mediada pelo BC em plantas de tomate é dependente de acido jasménico (JA), pois apenas
mutantes deficientes em JA impediram a resisténcia induzida pelo BC e limitando o acimulo
de H20- na infeccdo. Contudo, apesar das evidencias reportadas por Harel et al. (2012) e Mehari
et al. (2015), ainda n&o é claro se a indugdo de resisténcia sistémica nas plantas é devida a
efeitos diretos de alguns compostos quimicos presentes no BC ou por alteragcdes ha composi¢do
e funcdes do microbioma da rizosfera.

O segundo mecanismo que explica a supressao de doengas pelo BC, evidencia que o BC
é capaz de promover o crescimento de plantas e/ou a atividade de uma ampla gama de
microrganismos benéficos, que por sua vez, protegem as plantas do ataque de patdégenos. Um
crescente numero de evidéncias confirmam que o BC aumenta a biomassa microbiana (LIANG
et al., 2010), a colonizacdo radicular por fungos micorrizicos (WARNOCK et al., 2007) e a
populagédo de microrganismos promotores de crescimento (GRABER et al., 2010; KOLTON et
al., 2011). Tais efeitos positivos foram relacionados a fatores fisicos e nutricionais. Primeiro,
gracas a sua estrutura porosa e com alta area de superficie especifica, 0 BC oferece um ambiente
Umido e seguro para 0s microrganismos, contra &caros, colémbolos, protozoarios e nematoides
(LEHMANN et al., 2011). Evidéncias empiricas indicam que bactérias e fungos micorrizicos
séo capazes de efetivamente explorar a estrutura porosa do BC (DOWNIE et al., 2009) para
encontrar refagio contra predadores (WARNOCK et al., 2007). Em relacdo ao efeito
nutricional, o BC pode fornecer carbono organico para sustentar o crescimento microbiolégico
saproéfito, embora se espere que este efeito seja limitado em compara¢do com outras matérias
organicas, como residuos de culturas e compostos, pois como a biomassa € pirolisada, sua
qualidade bioguimica para as necessidades dos microrganismos diminui drasticamente devido
a reducdo de fontes de carbono facilmente degradaveis e ao enriquecimento de fracdes
aromaticas recalcitrantes (KRULL et al., 2009). Como consequéncia, apds a pirolise, o
biocarvéo torna-se um material organico adequado para sustentar o desempenho da cultura, mas
pouco capaz de sustentar o crescimento microbiano. Porém, Postma et al. (2013), utilizando BC
feito a partir de ossos de animais, na qual foi utilizado como um transportador de agentes de
biocontrole, mostraram, por microscopia eletronica de varredura, que varias bactérias
(Pseudomonas chlororaphis, Bacillus pumilus e Streptomyces pseudovenezuelae) foram
capazes de colonizar extensivamente a estrutura porosa do biocarvéo e quando aplicadas ao
solo foram mais eficazes no controle de doencas causadas por Pythium aphanidermatum e F.

oxysporum f. sp. lycopersici em tomate.
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O terceiro mecanismo possivel baseia-se na hipdtese de que a modifica¢do da qualidade
do solo em termos de disponibilidade de nutrientes e condi¢bes abidticas pode afetar as
interacdes entre planta-patogeno. As adi¢cdes de BC geralmente melhoram o contetdo de
nutrientes (Ca?*, Mg?*, K*) (GASKIN et al., 2010) e aumentam o pH do solo (YUAN; XU,
2011). Por outro lado, o impacto na biodisponibilidade dos principais nutrientes das plantas,
como nitrogénio e fosforo, € mais controverso (CHAN; XU, 2009). Como o processo de pirdlise
remove mais nitrogénio do que o carbono organico, o BC resultante, dependendo da
temperatura e das caracteristicas iniciais da biomassa, geralmente tem uma relacdo C/N maior
do que a das matérias-primas originais. Quando incorporados ao solo, materiais organicos com
alta relacdo C/N estimulam a atividade microbiana que, ao reduzir a disponibilidade de
nitrogénio mineral, prejudica a capacidade saprofita do patdgeno e, portanto, o processo de
infeccdo (SNYDER et al., 1959).

O quarto mecanismo que tenta explicar a supressdao da doenca é devido a efeitos
fungitdxicos diretos do BC. Durante a pir6lise, grandes mudangas quimicas ocorrem com a
degradacdo da biomassa, gerando a formacdo de compostos alifaticos e C aromaticos. Além
disso, durante a pirolise é produzida uma gama de compostos organicos potencialmente
fungitoxicos (SPOKAS et al., 2011). Graber et al. (2010) identificaram uma série de compostos
presentes nos BC que séo conhecidos por afetar adversamente a sobrevivéncia e crescimento
microbiano, estes incluem o etilenoglicol e propilenoglicol, &cido hidroxipropiénico e butirico,
acido benzoico e o-cresol, quinonas e 2-fenoxietanol.

Por fim, a capacidade de sorcdo dos BC pode ter funcdes benéficas tanto diretas quanto
indiretas. Em solos agricolas, compostos fitotoxicos podem ocorrer como resultado da poluicdo
ambiental (PRASAD, 2004), ou liberados durante a decomposicdo de residuos vegetais
(BONANOMI et al., 2011) e de exsudatos radiculares de outras espécies vegetais (MAHALL,
CALLAWAY, 1992). Portanto, o BC pode proteger diretamente as raizes de plantas de
compostos fitotoxicos, pois plantas sob tais condi¢fes estressantes podem aumentar a
suscetibilidade a patdgenos.



26

3 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Meio Ambiente (22°43°36”S e
47°00°59”W) e no Centro Experimental Central do Instituto Agrondmico de Campinas - IAC
(22°52'03"S e 47°04'20"W), localizados nos municipios de Jaguariina e Campinas,
respectivamente. Ambos 0s municipios estdo localizados na regido centro-leste do Estado de
Séo Paulo e possuem clima subtropical itmido (Cfa de acordo com a classificagdo de Kdppen),

com os verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos.

3.1 Caracterizacdo do Campo Experimental

O solo da area experimental do IAC é classificado como latossolo vermelho férrico e
alguns dos seus atributos quimicos e fisicos analisados a 0-20 cm de profundidades antes do
inicio do estudo foram: pH em CaCl>=5,4; M.O. =20 g dm; P = 11 mg dm; Ca = 18 mmolc
dm3; Mg = 5 mmol. dm®; K = 2 mmolc dm?3; SB = 25 mmol. dm™®; H+Al = 28 mmol. dm;
CTC =53 mmolc.dm=; V% = 47; Argila = 518 g kg'*; Silte = 85 g kg'!; Areia Grossa = 278 g
kg?; Areia Fina =119 g kg*.

Finos de Carvéo (FC), produzidos a partir da pirolise de Eucalyptus spp., foram coletados
em plantas de producdo de carvao vegetal em empresas no estado de Sdo Paulo, amostrados
para a sua caracterizacdo granulométrica (Tabela 1) e quimica (Tabela 2), e encaminhados para
0 IAC e para a Embrapa Meio Ambiente. Na area experimental do IAC, no dia 17 de novembro
de 2016, os FC foram incorporados ao solo até 20 cm de profundidade nas doses de: 0, 10, 20,
30,40e50thal,

Tabela 1 - Granulometria do Fino de Carvéo.

Peneira (Mesh) Abertura (mm) Resultado®
10 2,00 9,4%
20 0,84 34,3%
50 0,297 23,2%
>50 <0,297 33,1%

(1) % de Fino de Carvdo retido na peneira.



27

Tabela 2 - Composicao quimica do Fino de Carvéo.

Parametros Unidade®  Resultado  Parametros Unidade®  Resultado
pH (em &gua 1:10) - 7,6 Aluminio o/kg 1,86
Umidade, a 60 — 65° C % (m/m) 7,7 Boro mg/kg 3,3
Solidos Totais % (m/m) 92,9 Cadmio mg/kg <0,4@
Solidos Volateis % (m/m) 49,8 Caélcio o/kg 27,1
Carbono Organico g/kg 499 Chumbo mg/kg < 3,09
Nitrogénio Kjeldahl a/kg 9,4 Cobre mag/kg 13,7
Nitrogénio Amoniacal mag/kg 59,7 Cromo Total mag/kg 10,3
Nitrogénio nitrato-nitrito mg/kg 32,7 Enxofre o/kg 0,9
CTC mmol/kg 79,5 Ferro o/kg 1,29
Arsénio mga/kg 10,4 Fésforo o/kg 15
Bario mg/kg 38,1 Magnésio g/kg 1,3
Mercdrio mg/kg <1,0@ Manganés mg/kg 275
Potassio g/kg 6,38 Molibdénio mg/kg <0,99
Selénio mg/kg <1,0@ Niquel mg/kg <240
Sodio mga/kg 1094 Zinco mg/kg 40,3

(1) Resultados expressos na amostra em base seca;
(2) Né&o detectado, concentragcbes menores que o limite de deteccéo.

Trés semanas apos a incorporacdo dos FC na area, no dia 8 de dezembro de 2016, foi
realizado o plantio de milho (cultivar IAC 8333), com espacamento entre linhas de 0,9 m e
entre plantas de 0,2 m. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com seis doses
de FC (0, 10, 20, 30, 40 e 50 t ha) e quatro repeticGes, totalizando 24 parcelas. As parcelas
foram constituidas de seis linhas com 6 metros de comprimento, sendo a area util de cada
parcela representada pelas quatro linhas centrais, excluindo-se 0,5 m de cada extremidade da
linha.

Todas as parcelas, incluindo o Controle, receberam aplicacdo de calcario dolomitico
para a elevar a saturacao por bases (V%) a 60%. As adubacGes foram realizadas de acordo com
o Boletim 100 do IAC (RAW et al.,1996) para uma producdo de 6 a 8 t ha. Dessa forma,
utilizou-se como fonte de NPK a formula 4-20-20, além de sulfato de aménio para completar a
dose de N para 30 t ha™*. A adubagio de cobertura foi com a aplicagéo de uréia, sendo realizada

aos 25 e 45 dias apds a emergéncia das plantulas.

3.2 Respiragéo Microbiana
A respiracdo do solo no campo experimental do IAC foi determinada pela medicdo do
diéxido de carbono (COy) liberado do solo no 110° dia apos o plantio. A determinacéo foi

realizada com um “infra-red gas analyser (IRGA)” portétil composto por um leitor digital M170
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(CARBOCAP®) e uma sonda GMP222 10000 ppm. Para a quantificagdo do CO: liberado, a
sonda foi enterrada no solo a 5 cm de profundidade, na linha de plantio, por 5 minutos. Foram

realizadas trés leituras em cada repeticdo, num total de quatro repeticdes por tratamento.

3.3 Amostragem do Solo

Para a avaliacdo dos efeitos da adigdo dos FC sobre a microbiota do solo, procedeu-se
a amostragem do solo no 125° ap6s o plantio, sendo realizada logo ap6s a colheita do milho.

As coletas foram realizadas de forma casualizada nas quatro linhas centrais, em trés
pontos distintos, a uma profundidade de 0-20 cm da superficie. Apos a coleta, as amostras foram
homogeneizadas, acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados, e
transportadas do campo para o laboratério. Apos as amostras serem recebidas no Laborat6rio
de Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente, as mesmas foram peneiradas em
malha de 2 mm, para a retirada de pedras, raizes e demais residuos e, posteriormente,
acondicionadas em refrigeracdo constante de 4 °C até o inicio das analises.

Para a avaliacdo da atividade e da biomassa microbiana do solo foram utilizados como
indicadores as andlises de hidrolise de diacetato de fluoresceina (FDA), atividade da fosfatase

alcalina e urease, e determinado o carbono (CBM) e nitrogénio da biomassa microbiana (NBM).

3.4 Biomassa Microbiana
3.4.1 Carbono da Biomassa Microbiana

O CBM foi determinado pelo método de fumigacdo e extracdo em cloroférmio
(VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987; YEOMANS; BREMNER, 1988).

Para dar inicio as analises, foi realizada a pesagem de 10,0 g de solo de cada tratamento
para a determinacéo de seu peso seco (em triplicata), depositando-se o solo em placas de Petri
e levando-as a estufa a 105 °C por 24 horas. No dia seguinte, as placas foram retiradas da estufa
e novamente pesadas para a determinacao do fator de correcdo da umidade do solo, dividindo
0 peso seco pelo peso Umido das amostras correspondentes.

Em placas de Petri de 90 mm, realizou-se a pesagem de 30,0 g de solo de cada tratamento
(em triplicata), sendo em seguida colocadas em um dessecador forrado com papel absorvente
umedecido com agua destilada. No centro do dessecador foi colocado um béquer com 25,0 mL
de cloroférmio, e em seguida ligado o vacuo por 7 segundos e fechada a saida de ar.
Posteriormente, o dessecador foi deixado em repouso por 24 horas no escuro para a fumigacao
das amostras.

Para as amostras ndo fumigadas, 30,0 g de solo de cada tratamento (em triplicata) foram

depositadas em frasco tipo Snap Cap, adicionado 100 mL de sulfato de potassio 0,5 M e
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colocados em agitacdo por 30 minutos a 170 rpm em mesa orbital. Apos a agitacdo os frascos
foram colocados em repouso por uma hora e meia e, em seguida, o sobrenadante foi filtrado em
papel Whatman n° 42 e acondicionados na geladeira.

Passadas as 24 horas de fumigacdo das amostras, foi retirado o vapor de cloroformio,
em capela de exaustdo, e realizada a transferéncia das amostras para frascos tipo Snap Cap, e
seguido 0 mesmo procedimento das amostras ndo fumigadas, assim como descrito a cima.

Ao final, uma amostra de 8 mL de cada extrato foi transferida para tubos de digestdo,
adicionados 2 mL de solucéo de dicromato de potassio e 15 mL de solucéo de Acido Sulfurico
e Sulfato de Potéssio (2:1). Os tubos foram entdo colocados em bloco digestor a 100 °C por 30
minutos; finalizada a digestdo e o esfriamento da amostra, o contetdo de cada tubo foi
transferido para Erlenmeyers de 125 mL, e adicionado 7 gotas de indicador ferroina, sendo em
seguida realizada a titulacdo utilizando solucdo padronizada de indicador ferroina, em bureta
de 50 mL, até o ponto de viragem (mudanca de cor de verde para vermelho).

Os resultados foram expressos em pg de Carbono g de solo™.

3.4.2 Nitrogénio da Biomassa Microbiana

O nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) foi determinado pelo método de
fumigacéo e extracdo em cloroférmio (BROOKES et al., 1985) e os extratos destilados pelo
método de Kjeldahl, de acordo com Wyland et al. (1994). Da mesma solucdo utilizada para
analise do CBM, aliquotas de 20 mL de cada extrato foram colocadas em tubos de digestéo,
adicionado 3 mL de acido sulfarico concentrado, 0,7 g de catalisador (K2SO4:CuS0Qa4:Se, na
relacdo 1:01:0,001), e acondicionadas em bloco digestor a 50 °C por 6 horas. Em seguida se
procedeu 0 aumento da temperatura para 80 °C, overnight e no dia seguinte, a temperatura foi
elevada a 150 °C por 1 hora e 30 minutos, e depois para 300 °C por 3 horas. Finalizado o
processo de digestdo das amostras, foi adicionado 5 mL de agua ultrapura e iniciado o processo
de destilagdo. No funil do destilador, adicionou-se 15 mL de NaOH 10 mol L%, e posteriormente
5 mL de indicador de &cido bdrico, procedendo-se entéo a titulacdo em acido sulfurico a 0,0025
mol L.

Os resultados foram expressos em pg de Nitrogénio g de solo™.

3.5 Atividade Microbiana
3.5.1 Urease
A atividade da urease foi determinada segundo metodologia descrita por Kandeler e
Gerber (1988). Amostras compostas por 5 g de solo (em triplicata) foram depositadas em

Erlenmeyers de 100 mL e misturadas com 200 puL de tolueno, 9 mL de tampéo TRIS (2-Amino-
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2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) a 50 mmol L™ e pH 9,0; e 1 mL de solugio de ureia a 200
mmol L1, Posteriormente, as amostras foram levemente agitadas e colocadas em Banho Maria
a 37 °C por duas horas. Apds este periodo, foram adicionados 40 mL de solucdo de KCI-
Ag>S04 e na sequéncia as foram mantidas amostras em repouso por 30 min para a decantagao
do solo.

Para a destilacdo foi empregada a metodologia descrita por Tedesco et al. (1985).
Aliquotas de 20 mL das suspens@es foram transferidas para frascos de destilacdo de 100 mL,
adicionado em seguida 0,2 g de MgO calcinado, e posicionado ao condensador um Erlenmeyer
de 50 mL contendo 5,0 mL de indicador &cido bdrico. Apos estes procedimentos foi iniciado a
destilacdo até a coleta de 35 mL de destilado. A titulagéo foi realizada com H>SO4 padronizado
com molaridade de 0,0050 N, sendo adotado 0 mesmo procedimento para a obtencdo de trés
provas em branco, utilizando 20 mL da solucdo de KCI-Ag.SOas. Para os testes controle, foram
seguidos os mesmos procedimentos descritos acima, porém a adi¢do de 1 mL da solugdo de
ureia foi realizada apds a incubacdo e a adi¢do de 40 mL da solugdo de KCI-Ag2SOa.

Os resultados foram expressos em pg de N-NH4* g de solo 2 horas™.

3.5.2 Fosfatase Alcalina

A determinacdo da atividade da fosfatase alcalina foi realizada de acordo com a
metodologia preconizada por Tabatabai e Bremmer (1969). Amostras de 1 g de solo (em
triplicata) foram pesadas, colocadas em frascos de penicilina e em seguida adicionado 4 mL de
tamp&o maleato a 0,1 mol L (pH 11), e 1 mL p-nitrofenil fosfato a 0,002 mol L, preparado
na mesma solucdo tampdo. Apds esta etapa, as amostras foram incubadas durante 1 hora a 37
°C, sendo em seguida, adicionado 4 mL de NaOH a 0,5 mol L e 1 mL de CaCl, 0,5 mol L,
sendo posteriormente agitadas e filtradas em papel Whatman n° 2, e realizadas as leituras em
espectrofotdbmetro a 400 nm. As concentracdes de p-nitrofenol (PNP) presentes em cada
amostra foram determinadas com base na curva padrdo. Os resultados foram expressos em ug

de p-nitrofenol g de solo! ht,

3.5.3 Hidrolise de Diacetato de Fluoresceina (FDA)

A anélise de FDA seguiu a metodologia descrita por Schuner e Rosswal (1982) e
modificada por Ghini et al. (1998). Amostras de 5,0 g de solo foram colocadas em Erlenmeyers
de 250 mL (em triplicata) e em seguida adicionado 20 mL de solugdo tampéo fosfato de potassio
e 0,2 mL de solucdo estoque de FDA. As amostras foram entdo colocadas em agitador e
incubadas a 25 °C por 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 20 mL de acetona, com a

finalidade de interromper a reagdo, e realizada a filtragem das amostras utilizando-se papel
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Whatman n® 1. Ap6s a filtragem, foi determinado a absorbancia dos filtrados em
espectrofotdmetro a 490 nm. No preparo da curva padréo foram utilizadas as concentracdes de
0, 100, 200, 300 ¢ 400 pug de FDA hidrolisado. A quantificacdo de FDA hidrolisado em cada
tratamento foi realizada com base na curva padrdo. Os resultados foram expressos em ug de

FDA hidrolisado g* solo minuto™.

3.6 Severidade da Murcha de Fusarium

Para a avaliacdo dos efeitos do FC sobre a murcha de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (raca 3) em tomateiro, foram realizados experimentos em casa de vegetacdo na
Embrapa Meio Ambiente, na qual cada um foi composto por seis tratamentos (concentracdes
de FC) e cinco repeticdes. Adicionalmente ao solo coletado no IAC, foi utilizado outro solo,
classificado como latossolo vermelho distroférrico, de textura argilosa (coletado na Embrapa
Meio Ambiente), que ap6s destorroado e peneirado foi amostrado e caracterizado quanto a sua
fertilidade. Os resultados obtidos foram: pH em CaCl, = 4,5; M.O. = 19 g dm™; Presina = 5 Mg
dm3; Ca?* = 12,63 mmole dm3; Mg?* = 9,75 mmol. dm®; K* = 0,85 mmolc dm?3; SB = 23,23
mmolc dm3; H+Al = 27 mmolcdm™; CTC = 50,23 mmol.dm= e V% = 46,25.

O isolado 149 de F. oxysporum f. sp. lycopersici (raca 3), obtido junto a Sakata Seed
Sudamerica foi utilizado nos experimentos. O patdgeno foi cultivado em meio batata-dextrose-
agar (BDA) e armazenado pelo método de Castellani (1963). O indculo foi crescido em placas
de Petri contendo meio BDA, e incubado por sete dias a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h em
incubadora do tipo BOD. Em Erlenmeyers de 500 mL, contento aproximadamente 250 mL de
meio liquido batata-dextrose (BD), cinco discos de micélio do patdgeno em pleno crescimento,
com aproximadamente 5 mm de diametro, foram transferidos para os meios liquidos, sendo em
seguida colocados sob agitacdo por 7 dias em mesa agitadora orbital a temperatura de 25 °C, no
escuro. Apos o periodo de incubacdo, uma aliquota de cada Erlenmeyer foi coletada e realizada
a contagem de conidios em hemocitdmetro, ajustando-se & suspensio na concentragio de 1x10°
conidios mL™,

As infestacdes de ambos os solos, acondicionados com FC nas concentragdes de 0, 10,
20, 30, 40 e 50 t ha* - solo originario do experimento conduzido no IAC e 0, 1, 2, 3, 4 e 5%
(v/v), foram realizadas misturando 100 mL da suspensdo de conidios por litro de solo e
incubando-os em seus respectivos vasos (700 mL). Uma semana apds a infestacdo, uma planta
de tomateiro susceptivel ao patdgeno, cultivar Sotero®, foi transplantada por vaso e mantidas
em casa de vegetagédo por 42 dias. O delineamento experimental foi em blocos casualizados

com 5 repetigOes por tratamento e 0s experimentos repetidos duas vezes.
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As avaliacbes do desenvolvimento da doenga foram realizadas baseadas nos sintomas
externos e internos, de acordo com duas escalas de notas adaptadas de Tokeshi e Galli (1966).
Os sintomas externos foram avaliados semanalmente, segundo as seguintes notas: 1- planta sem
sintoma; 2- planta com amarelecimento até a segunda folha; 3- planta com amarelecimento até
a terceira folha; 4- planta com murcha e sem amarelecimento; 5- planta com murcha e
amarelecimento e 6- planta morta. Com esses dados foi calculada a &rea abaixo da curva do
progresso da doenca para 0s sintomas externos e regressdo para ambos. O escurecimento
vascular foi avaliado no 42° dia de cultivo, sendo os caules cortados longitudinalmente,
fotografados e a descoloracdo interna avaliada de acordo com as notas: 1- planta sem
escurecimento dos vasos; 2- planta com escurecimento dos vasos até a altura da primeira folha;
3- planta com escurecimento dos vasos até a segunda folha; 4- planta com escurecimento dos
vasos até a terceira folha; 5- planta com escurecimento dos vasos até a metade do comprimento
do caule e 6- planta com escurecimento até proximo do ponteiro.

A altura, didmetro do caule, nimero de folhas e as massas secas e frescas das partes
aéreas e radiculares das plantas também foram avaliadas ao 42° dia de cultivo. Uma régua foi
utilizada para medir a altura (superficie do solo até o ponteiro) e um paquimetro digital para
avaliar o didmetro do caule a dois cm da superficie do solo. As raizes foram lavadas e pesadas,
assim como a parte aérea das plantas, e em seguida secas em estufa a 50 °C, por dez dias, até

peso constante, sendo as massas determinadas em balanca semi-analitica.

3.7 Finos de Carvao como Promotor de Crescimento de Plantas

Em solo proveniente da area experimental da Embrapa Meio Ambiente foi realizada a
incorporacgdo de FC nas concentracfes de 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 e 15% (v/v), os quais foram
umedecidos e incubados em seus respectivos vasos (3 L). Mudas de tomateiro (Solanum
lycopersicum) cultivar Santa Clara®, foram formadas em bandejas de poliestireno expandido de
128 células, contendo substrato comercial livre de patégenos; e realizado o transplantio de uma
muda de 30 dias de idade por vaso. O delineamento experimental foi em blocos casualizados
com 5 repeticdes por tratamento.

Apbs o transplantio, foi efetuado o acompanhamento do crescimento das plantas
semanalmente, realizando-se a medi¢do da altura das mesmas da superficie do solo até o
ponteiro, durante sete semanas. No 28° dia ap6s o transplantio, foi realizada a coleta dos trés
foliolos terminais do sexto peciolo de todas as plantas e tratamentos e determinada area foliar
total, utilizando-se um medidor de area LI1-3100C (LI-COR®), sendo em seguida determinadas

as massas frescas e secas dos foliolos coletados. No 42° dia apds o transplantio, o diametro do
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caule das plantas foi medido com um paquimetro digital, a dois cm da superficie do solo; as
raizes lavadas, e realizada a pesagem das partes aéreas e radiculares, sendo em seguida secas
em estufa a 50 °C, até peso constante, e determinadas suas respectivas massas secas.

Ao final, as folhas de todas as plantas foram coletadas e separadas em seus respectivos
tratamentos, maceradas, amostradas, e enviadas ao Laboratério de Andlise Foliar do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras para a quantificacdo de macro e

micronutrientes presentes nas amostras.

3.7.1 Producédo de Enzimas Relacionadas a Defesa de Plantas

Para a determinacdo da atividade de enzimas relacionadas & defesa das plantas,
Peroxidase (PO), Polifenoloxidade (PPO), Fenilalanina aménia-liase (FAL) e Proteinas totais
(PT), foram coletadas amostras de folhas de tomateiro de cada tratamento. A coleta foi realizada
30 dias apds o transplante das mudas, as quais foram acondicionadas em envelopes de papel
aluminio e depositadas em nitrogénio liquido, e posteriormente, armazenadas em ultrafreezer a
-80 °C até o preparo dos extratos.

Na preparacdo dos extratos, aproximadamente 1 g de folhas foram pesadas e maceradas
em nitrogénio liquido com pistilo em um almofariz. O p6 formado foi novamente macerado em
10 mL de solugdo tampao fosfato de sodio a 50 mmol L™ e pH 6.5, com polivinilpirrolidona a
1% (p/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonila 1 mmol L™* (PMSF). Os extratos foram centrifugados
a 11000 rpm, a 4 °C por 25 min, para posterior recuperacdo dos sobrenadantes, que foram
depositados em microtubos e armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

Para a quantificacdo da atividade das proteinas totais, foi adicionado 20 pL de extrato
para 200 uL de solucio de Bradford:Agua (7:3) para posterior leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro a 595 nm. A curva padrdo utilizada para comparacao dos dados foi preparada
com albumina, gerando a equacdo y = 1,0467x — 0,063 (R2 = 0,9487), com os dados expressos
em mg de proteina mL™* de extrato.

A Fenilalanina amonia-liase (FAL) foi quantificada através da leitura das absorbancias
a 290 nm, com a adicdo de 90 pL de tampdo Borato 100 mmol L (pH 8,8), 90 pL de L-
fenilalanina 60 mmol L e 20 uL do extrato. Ap6s 20 minutos de incubagio a 37 °C a reagio
foi interrompida com adi¢do de 15 puL de HCIl 6N (CAKIR; ARI, 2009; PASCHOLATI;
NICHOLSON; BUTLER, 1986). Os dados foram comparados a curva-padrdo para o acido
trans-cindmico que gerou a equacao y = 163,13x + 10,243 (R2 = 0,9661), com dados expressos

em pmol de acido trans-cindmico mg? de proteina min™.
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A atividade da Peroxidade (PO) foi determinada pela reagdo de 20 uL de extrato em, 60
uL de tampdo fosfato de sodio 0,1 mol L (pH 6,5), 60 pL de peréxido de hidrogénio 3 mmol
L1 e 60 uL de guaiacol 15 mmol L. As leituras de absorbancia foram realizadas a 470 nm,
com 20 ciclos de 10 segundos a 30 °C (HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC, 1982). Os
resultados foram expressos em unidades de PO mg™* de tecido min, sendo que, uma unidade
foi definida com incremento de absorbancia de 0,01 por min de reacdo por mg de tecido
(HALFELD-VIEIRA et al., 2006).

A atividade da Polifenoloxidade (PPO) foi determinada utilizando-se 200 pL de
pirocatequina a 20 mmol L em tampé&o fosfato de sédio 100 mmol L?, pH 6,8 e 20 pL de
extrato. A leitura da absorbéancia foi realizada a 420 nm, de 30 em 30 segundos até 10 min, a
30 °C. A diferenca entre a primeira e a ultima leitura foi utilizada para o célculo da atividade,
expressa em unidades de PPO mg* de tecido min, sendo que, uma unidade foi definida como
um incremento de absorbéncia de 0,001 por min de rea¢do por mg de tecido (DUANGMAL,
APENTEN, 1999).

3.8 Efeito de Extrato Aquoso de Finos de Carvao Sobre o Crescimento Micelial e

na Germinacao de Microconidios de Fusarium oxysporum

O extrato aquoso foi preparado adicionando-se FC em agua destilada na proporcao de
1:5 (FC:4gua), sendo em seguida triturados com um mixer, até quebra e uniformizacéo das
particulas. Apés homogeneizacao, a mistura foi transferida para Erlenmeyers de 500 mL de
capacidade, colocadas sob agitacdo a 120 rpm por dois dias e filtradas por duas vezes em gaze
e papel filtro quantitativo.

Para avaliagdo de seu efeito no crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici raca 3, foram adicionadas fragfes do extrato aquoso ao meio BDA, nas
concentracdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 e 100% (v/v) (Tabela 3); sendo o pH dos
tratamentos ajustados de acordo com o controle (pH 6,8 + 0,1), e em seguida autoclavados a
121 °C por 20 min. Os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri de 90 mm de
diametro, pipetando-se 10 mL do meio por placa. Apos a solidificacéo, foi transferido ao centro
de suas respectivas placas, um disco de 5 mm de didmetro de micélio de F. oxysporum f. sp.
lycopersici (raga 3), crescido em meio BDA, a 25 £ 2 °C, por sete dias. As placas contendo F.
oxysporum foram mantidas no escuro a 25 °C por sete dias. As avaliagbes foram realizadas
diariamente medindo-se o diametro da colénia em duas dire¢bes perpendiculares. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢oes

por tratamento.
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Tabela 3. Volume de extrato aquoso de Finos de Carvao incorporados ao BDA no crescimento
micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici raca 3.

Tratamento Extrato (mL) Agua (mL)

0% 0 200

5% 10 190
10% 20 180
15% 30 170
20% 40 160
25% 50 150
50% 100 100
75% 150 50
100% 200 0

Para avaliar o efeito do extrato aquoso na germinacdo de microconidios de F.
oxysporum, 50 mL do extrato foram filtradas em membrana milipore Millex-GS® com
diametro de poro de 0,22 um. Foram utilizadas seis concentragdes do extrato (0, 5, 10, 20, 25 e
50% (v/v)) (Tabela 4), os quais foram preparados e pipetados (10 uL) sobre gotas de 10 puL de

suspensdo de conidios na concentragio de 1x10° conidios mL™, contidas em laminas de vidro.
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Tabela 4. Concentracdo de extrato aquoso de Finos de Carvdo misturados na suspensao de
microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3.

Suspensao de

Tratamento Extrato (uL) Agua (uL) Microconidios (uL)
10% 2 8 10
20% 4 6 10
25% 5 5 10
50% 10 0 10

Os conidios foram obtidos pelo cultivo do fungo por sete dias em meio BDA a 25 + 2
°C, no escuro. As laminas contendo as suspensdes foram colocadas em placas de Petri de 150
mm, sobre papel toalha umedecido com 5 mL de agua destilada, e mantidas a 25 + 2 °C. Apés
6 h, a germinacgdo dos microconidios foi paralisada com a adig¢ao de 10 pL de azul de lactofenol
e realizada em seguida a contagem de 100 microconidios por gota. O nimero de esporos
germinados e ndo germinados foram contabilizados, sendo os resultados expressos em
porcentagem. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés

repeti¢des por tratamento.

3.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software estatistico Sisvar. Os dados
foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e, quando necessario, foram realizadas as devidas
transformacoes. Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por analise de variancia

(p < 0,05) e regressdo. Os experimentos foram repetidos duas vezes.



37

4 RESULTADOS
Os Finos de Carvédo utilizados nos experimentos estdo de acordo com a Lei n°
6.894/1980 — Decreto n° 4.954/2004 e com a instrucdo normativa da Secretaria de Defesa
Agropecudria n° 27, 05 de junho de 2006, que define os limites maximos de contaminantes e

metais pesados admitidos em fertilizantes organicos e condicionadores de solo.

4.1 Atividade e Biomassa Microbiana do Solo

A biomassa microbiana do solo, coletado no experimento conduzido no IAC, foi
significativamente influenciada pela adicdo de FC (p < 0,05). O CBM foi incrementado de
forma significativa somente na concentragio de 20 t ha™, com indices 29% superiores ao
controle (Figura 1A), enquanto o NBM foi alterado de forma adversa, havendo redugdes em
seus teores no solo a partir da concentragdo de 30 t ha, com valores até 20% inferiores ao
controle, enquanto as demais concentracfes ndo sofreram modificacfes (Figura 1B).

A atividade microbiana do solo, coletado no experimento conduzido no IAC, também
foi significativamente influenciada pela adicdo de FC (p < 0,05). No entanto, somente a
atividade das enzimas Fosfatase e Urease apresentaram diferencas. A atividade da Fosfatase no
solo apresentou tendéncia similar ao NBM, havendo reducdo em sua atividade a partir da
concentracgdo de 30 t hal, enquanto as demais doses foram estatisticamente equivalentes ao
controle (Figura 1C). A atividade da Urease foi elevada somente na concentragéo de 20 t ha™
(15%), enquanto as demais ndo foram alteradas, exceto para a concentragdo de 40 t hat, que
obteve decréscimos de 33% em sua atividade no solo (Figura 1D). A hidrolise de diacetato de
fluoresceina e a respiracdo microbiana ndo foram significativamente (p < 0,05) influenciadas

pela adicdo de FC ao solo.
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4.2 Severidade da Murcha de Fusarium no Tomateiro

A incorporagdo de FC aos dois solos promoveram diferentes respostas no
desenvolvimento do tomateiro e na severidade da murcha de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici.

No solo coletado no IAC, ndo foram observadas diferencas significativas (p < 0,05)
no desenvolvimento do tomateiro para nenhuma das varidveis analisadas, com namero de folhas
variando de 9,8 a 11; didmetro da haste entre 5,64 mm e 6,43 mm; altura entre 61,2 cm e 67,2
cm; massa seca da raiz entre 1,55 g e 2,08 g e massa seca da parte aérea entre 8,49 e 11,21 g.

Para os sintomas externos causados pela murcha de Fusarium (Figura 2A) verifica-se
uma tendéncia de redugéo dos sintomas com o aumento das concentracdes de FC. A tendéncia
de reducio é expressa por uma equagdo quadratica (y = 0,002x? - 0,1435x + 4,4214), indicando
um ponto de inclinagdo entre 30 e 40 t ha (R?= 0,78). Por outro lado, até a avaliacéo realizada
aos 35 DAT néo foram verificadas diferengas dentro das datas (dados ndo apresentados).
Entretanto, na Gltima avaliacéo as concentracdes de 20, 30, 40 e 50 t ha* diferiram do controle
(dados ndo apresentados). Para os sintomas internos, tendéncia similar foi observada, porém de
forma mais sutil, ndo apresentando diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 2B).
A érea abaixo da curva do progresso da doenca foi significativamente menor para 0s
tratamentos que receberam concentragdes de FC igual ou superior a 20 t ha* (Figura 2C).



40

y =0,002x? - 0,1435x + 4,4214
5 R2=0,7784

*e
.
ey

Sintomas Externos (Escala 1 a 6)
w

0 10 20 30 40 50
Concentracédo de FC (t hal)

- B
o 6
2 y =0,0011x2-0,0724x + 3,3286
s 5 R2=0,5774
w
]
w4
[%2]
o
S 3T Tttt
[ S ERRLTS PO
E | e Y e
R S e S ——
5
£ !
[9p]
0
0 10 20 30 40 50
Concentracéo de FC (t ha'l)
35 C
30
3 y = 0,0103x2 - 0,7445x + 26,95
Q25 | " R2 = 0,9096
o
O
g 20
(L7 (D CT S
10
5
0 10 20 30 40 50

Concentragdo de FC (t ha'l)

Figura 2 - Severidade da murcha e amarelecimento (A); do escurecimento vascular (B); e area abaixo da
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Para o segundo solo, coletado na Embrapa Meio Ambiente, ndo foram observadas
diferengas significativas no desenvolvimento do tomateiro para as variaveis numero de folhas,
diametro do caule e altura de plantas, entre as diferentes concentracdes de FC utilizadas com a
presenca do patdgeno. Entretanto, as massas frescas e secas do sistema aéreo e radicular
diferiram entre as concentragcdes estudadas. As massas frescas e secas do sistema radicular
foram significativamente incrementadas na concentragéo de 5% de FC, havendo ganhos de 17
e 32% (Figuras 3A e 3B), respectivamente. Ja as massas frescas e secas da parte aérea,
apresentaram ganhos a partir da concentracao de 2%, alcancando indices 22 e 23% superiores
a testemunha (Figuras 3C e 3D).

A severidade da murcha de Fusarium do tomateiro, avaliada em relagdo aos sintomas
externos e internos, também apresentou tendéncia de redugdo com o aumento da concentracdo
de FC incorporados ao solo. Para os sintomas externos e internos a resposta foi linear com R?
= 0,75 e R?= 0,84 (Figura 4A e 4B), respectivamente. Na avaliacdo dos sintomas internos no
foram encontradas diferencas nas datas avaliadas (dados ndo apresentados). Em relacéo a
AACPD, todos os tratamentos que receberam FC foram observadas redugdes na severidade da

doenca, com os menores indices na dose de 5% (Figura 4C).
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4.3 Promogé&o de Crescimento e Producdo de Enzimas Relacionadas a Defesa de
Plantas

A incorporacdo de FC de carvdo ao solo para o cultivo do tomateiro apresentou
diferencas significativas (p < 0,05) somente para as variaveis massa seca aérea e massas frescas
e secas do sistema radicular. As raizes apresentaram incrementos de matéria fresca e seca a
partir da concentragdo de 7,5%, alcancando indices até 12 e 16% superiores ao controle,
respectivamente (Figura 5A e 5B). As massas frescas aéreas ndo diferiram entre si, enquanto as
secas obtiveram ganhos de até a 14% (Figura 5C e 5D). Os FC ndo promoveram diferencas
significativas para as varidveis altura de plantas, taxa de crescimento e didmetro do caule.

Os FC ndo promoveram alteragdes significativas (p < 0,05) sobre a area foliar e massa
fresca e seca dos foliolos coletados e analisados (dados ndo apresentados). Também ndo foram
observadas diferencas na composic¢ao de macro e micronutrientes no limbo foliar do tomateiro
(Tabela 5).
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Tabela 5 — Composicdo de macro e micronutrientes no limbo foliar de tomateiro cultivado em solo condicionado
com Finos de Carvéo.

Tratamento N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe

%) %) %) (% () (%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)  (ppm)

0% 1,71 0,18 1,23 1,43 0,32 0,91 26,57 0,82 89,72 6,45 145,76
2,5% 1,56 0,18 1,63 1,50 0,35 0,77 35,21 0,76 88,33 13,31 123,65
5% 1,60 0,18 1,71 1,35 0,33 0,76 35,06 0,83 72,35 42,83 110,44
7,5% 1,61 0,18 1,66 1,28 0,31 0,62 44,45 0,82 84,44 11,63 141,94
10% 1,56 0,16 1,67 1,35 0,32 0,77 37,63 1,15 62,25 13,05 116,02
12,5% 1,60 0,16 1,57 1,57 0,36 0,77 42,33 0,37 67,26 1495 111,81
15% 1,37 0,15 1,43 1,43 0,30 0,75 43,85 0,52 62,89 7,39 12546

Somente a atividade da polifenoloxidase (PPO) expressada pelo tomateiro, tratado
com crescentes concentragdes de FC ao solo, foi significativamente (p < 0,05) superior ao
controle, e as contribuicdes de cada tratamento estédo representados na Figura 6. A aplicacéo de
FC ao solo, nas concentracdes de 20; 30, 40 e 50 t ha* resultaram em maiores taxas de atividade
da PPO, apresentando tendéncia de aumento em sua expressao nas folhas de tomateiro em até
28%, quando comparado ao controle, com posterior reducdo na dose de 15%, sendo expressa
por uma equacao quadratica (-0,0001x2 + 0,0024x + 0,0025) com R2 = 0,71.
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Figura 6 — Expressdo enzimatica da Polifenoloxidase em folhas de tomateiro, cultivados em
solo condicionado com Finos de Carvéo. Barra de erros representam o desvio padréo.
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4.4 Extrato Aquoso de Finos de Carvao no Crescimento Micelial e Germinagéo de
Microconidios de Fusarium oxysporum

Né&o foram observados incrementos ou efeitos inibitdrios no crescimento micelial de

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici pelo extrato aquoso de finos de carvdo (Figura 7) em

nenhuma das concentragdes utilizadas no teste in vitro.

Figura 7 — Crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 3 em BDA com
crescentes concentracdo de extrato aquoso de FC.

A germinagdo de microconidios foi reduzida com as crescentes concentragdes de extrato
aquoso de FC, apresentado tendéncia de reducéo a partir da dose de 10%, com uma curva de
resposta linear (R? = 0,79), alcancando indices até 23,6% inferiores a testemunha, na maior

concentragéo utilizada (Figura 8).
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5 DISCUSSAO

O uso de residuos organicos na agricultura como condicionadores de solos no manejo
de fitopatdgenos habitantes do solo é reportado ha décadas (BAILEY; LAZAROVITS, 2003;
PANE et al., 2011). Porém, os resultados sdao muitas vezes inconsistentes e sua eficiéncia no
controle da doenca depende de muitas caracteristicas, como o tipo do residuo, relacdo C/N,
quantidade aplicada, tipo de solo, época de incorporacdo e do patossistema
(TERMORSHUIZEN et al., 2006).

Neste sentido, a biomassa microbiana exerce grande influéncia, pois ela é responsavel
pela decomposicdo da matéria organica e ciclagem dos nutrientes nos ecossistemas terrestres,
sendo de suma importancia para a manutencao da fertilidade dos solos (GUO et al., 2012).
Nesse aspecto, as enzimas sdo importantes mediadoras das atividades realizadas pelos
microrganismos no solo, atuando como indicadores de importantes processos bioldgicos do
solo (TABATABAI; DICK, 2002; CALDWELL, 2005). Algumas enzimas sao ativas apenas
em células vivas, enquanto enzimas envolvidas na quebra de macromoléculas devem ser
transportadas para fora de suas células, a fim de alcancar um contato préximo com os substratos
(SINSABAUGH et al., 2008). Portanto, as exoenzimas hidroliticas microbianas sdo de
particular interesse porque catalisam importantes processos metabdlicos, como degradacdo da
matéria organica, mineralizacéo e ciclagem de nutrientes.

A aplicacdo e incorporacdo de crescentes concentracfes de FC mostrou resultados
significativos para a biomassa e atividade microbiana do solo, porém os resultados evidenciam
que apenas em determinadas doses estes atributos sdo significativamente incrementados no
solo, enquanto em alguns casos, a utilizagdo em maiores concentracdes apresenta efeitos
adversos, sinalizando a existéncia de uma dose 6tima. De acordo com os resultados obtidos
neste estudo, somente a aplicagdo e incorporagdo de 20 t ha de FC se mostrou eficaz em
promover aumentos no Carbono Microbiano e na Atividade da Urease no solo, com valores 29
e 15% superiores ao controle, respectivamente, enquanto o Nitrogénio Microbiano e a
Atividade da Fosfatase ndo foram significativamente alterados, porém, a partir da concentracéo
30 t ha?, significativas reducGes em seus teores foram encontradas no solo.

O aumento do CBM encontrado neste trabalho, foi consistente com o estudo relatado
por Zackrisson et al. (1996), que investigando os efeitos do carvdo nas propriedades
microbianas do solo em seis locais, descobriu que a biomassa microbiana era aumentada quando
colocada adjacente as particulas de carvdo; e por Pietikanen et al. (2000), que observaram

maiores taxas de crescimento especifico de comunidades microbianas em camadas de solo
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enriquecidas com carvéo vegetal; evidenciando que os microrganismos séo capazes de utilizar
fragdes do carbono do biocarvéo para crescerem (ZHANG et al., 2014).

Demisie e Zhang (2015) ao estudarem a atividade enzimatica e a biomassa microbiana
em solos degradados e condicionados com biocarvdo, também observaram tendéncias
semelhantes aos encontrados neste trabalho para 0 CBM e para a atividade da fosfatase e urease.
O CBM foi elevado com a aplicagdo de FC ao solo, sendo as doses de, aproximadamente, 10 e
20 t ha! as que obtiveram os melhores resultados, sendo em seguida reduzido na dose seguinte
(40 t ha'). Em relacdo a fosfatase, a aplicacio de biocarvio promoveu significativas reducdes
em sua atividade no solo, na qual o tratamento controle (sem biocarvédo) foi 0 que obteve a
maior atividade enzimatica. A urease também apresentou tendéncia de crescimento até a dose
de 20 t hat, porém, diferentemente do observado neste trabalho a dose seguinte néo teve efeito
adverso em sua atividade, mantendo a tendéncia de crescimento até a dose de 40 t ha™.

Porém, apesar dos resultados estarem de acordo com outros trabalhos, resultados
contrastantes também sdo comumente observados, pois a atividade microbiana é facilmente
afetada por fatores abioticos e ndo somente pela quantidade do BC, mas também pela qualidade
do produto utilizado (JIN, 2010), tendo em vista que cada BC apresenta caracteristicas e
propriedades Unicas, sendo altamente influenciados pela biomassa utilizada, condicGes
empregadas no processo de pirolise e suas interacdes com o ambiente.

Reducdes na biomassa microbiana do solo ap6s a adicdes de BC também foram
relatadas, sugerindo que mudancas na estrutura da comunidade microbiana do solo ocorrem
(DEMPSTER et al., 2012), levando ao aumento de microrganismos lignoceluloliticos, ou ainda
devido a alta concentracdo de compostos quimicos presentes nos BC, que podem atuar como
biocidas (JAISWAL et al., 2014). Segundo Graber et al. (2010) ha evidéncias de que o0s
compostos quimicos presentes nos BC possam atuar por hormese (baixa dose — estimulacéo;
alta dose - inibicdo), podendo esta ser uma possivel explicacdo para 0s decréscimos na atividade
microbiana em maiores concentragdes.

O aumento na atividade da urease observado na concentragio de 20 t ha™* corrobora com
os dados encontrados para 0 CBM, pois este também representa um bom indicador da qualidade
dos solos. Diversos estudos destacaram o efeito da aplicacéo de residuos organicos na atividade
da urease (TRANNIN; SIQUEIRA, MOREIRA, 2007). Segundo Du et al. (2014), as aplicacGes
de BC promoveram aumentos significativos na atividade da urease na camada de 0-5, 5-10, 10-
20 e 20-30 cm de profundidade durante o periodo de crescimento de trigo. No entanto, segundo
Jin (2010), a atividade de algumas enzimas como a glucosidase e da celobiosidase podem

diminuir com a aplicagdo de 12 t ha ou mais de BC. Redugdes similares na atividade
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enziméatica também foram observadas com enzimas purificadas e BC de rapida pirdlise
produzido a partir de Panicum virgatum (BAILEY et al., 2010). Uma possivel explicacdo para
essa mudanca, pode ser uma relocacdo de microrganismos e do C na superficie do BC, podendo
melhorar a eficiéncia e reduzir a necessidade de producdo de exoenzimas.

No que se refere ao papel do FC no controle da fusariose do tomateiro, redugdes
significativas na severidade dos sintomas externos e internos foram observados com a adigé@o
de FC no solo (Figuras 2 e 4). Para o solo coletado no IAC, os sintomas externos e internos
apresentaram tendéncia de reducdo expressa por uma equacdo quadratica, com ponto de
inclinagdo entre 30 e 40 t hal, sendo os menores indices da doencas observados na dose de 20
t ha! (Figura 2). Para o solo coletado na Embrapa Meio Ambiente foi observado tendencia de
reducdo expressa por uma equacdo linear, na qual o aumento das concentracdes de FC
promoveram reducdes na severidade da doenca, sendo a dose mais elevada (5%) a que obteve
os menores indices da doenca (Figura 4).

Somente o solo coletado na Embrapa Meio Ambiente e condicionado com FC
apresentou incrementos no desenvolvimento do tomateiro no solo infestado com o patogeno,
havendo ganhos de massas frescas e secas dos sistemas aéreos e radiculares (Figura 3). Tal
resultado é um indicio adicional do efeito do FC na reducdo dos sintomas da fusariose do
tomateiro, visto que, este patdgeno ataca o sistema vascular das plantas e consequentemente
interfere na translocacdo de agua e nutrientes, logo a murcha e amarelecimento das plantas séo
0s principais sintomas observados. Portanto, os maiores valores de massa fresca e seca da parte
derea do tomateiro, a partir da dose de 2%, é uma forte evidéncia do FC atuando na supressdo
da doenga.

A partir deste resultado, hipotetiza-se que as diferentes caracteristicas dos solos foram
responsaveis por tais respostas, tendo em vista que seus atritutos fisicos e quimicos apresentam
significativas diferencas, sendo estes, de grande importancia no desenvolvimento e
estabelecimento de determinados organismos na &rea, podendo favorece-los ou ndo. Além
disto, o contetido de matéria organica e de nutrientes presente no solo coletado no IAC, assim
como seu pH, poderia estar em niveis satisfatérios ao bom desenvolvimento da cultura e que o
emprego do FC néo surta efeito em seus atributos a curto prazo, enquanto o outro solo, coletado
em area sem historico de cultivo, apresenta menores indices de matéria orgénica e pH, na qual
0 emprego do FC pode ter fornecido condigdes para a melhoria dos atributos quimicos e fisicos,
favorecendo o desenvolvimento das plantas.

Segundo Lehmann et al. (2011) uma das possiveis explicacGes para a supressao de

doencas de plantas ocasionadas por patdgenos de solo, esté relacionada a capacidade adsortiva
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dos BC, os quais reduzem compostos presentes na solucdo do solo (ex: exudatos radiculares),
que de outra forma, facilitariam a capacidade dos patdgenos em detectar e infectar raizes. Sabe-
se que os exsudatos radiculares atuam como quimioatrativos para uma série de patdégenos, como
o0 Pythium (JONES et al., 1991), e estimulando a germinacao de seus esporos atraves dos acidos
linoléico e oléico liberados por exsudatos radiculares (WINDSTAM; NELSON, 2008). Em
trabalhos em casa de vegetacdo (CALLAWAY; ASCHEHOUG, 2000) e em condigdes de
campo (KULMATISKI; BEARD, 2006; KULMATISKI, 2010), o carbono ativado se mostrou
altamente capaz de sorver compostos alelopaticos produzidos pelas plantas. Portanto, é razoavel
supor que ocorrem interferéncias semelhantes entre as raizes e patdgenos de solo, quando se
utiliza BC.

Além disso, mudancas na comunidade de microrganismos que atuam de forma direta
sobre doencas de plantas também podem ocorrer. Graber et al. (2010) demonstraram através da
caracterizacdo filogenética de isolados bacterianos baseados na anélise do gene 16S rRNA, que
dos 20 isolados identificados a partir do substrato condicionado com BC do cultivo de pimenta
e cebola, 16 eram previamente descritos como agentes de promocao de crescimento de plantas
e de biocontrole. Enquanto Elmer e Pignatello (2011) propuseram como explicacdo para o
declinio na infecgdo por Fusarium em aspargos a adsorcao de compostos alelopaticos em solos
de replantio, como o acido cumarico, cafeico e fertlico, que levou a um aumento na colonizagéo
micorrizica, culminando com a supressao da doenga.

JaElad et al. (2010) discute como possivel explicacdo para a supressao do mofo cinzento
(Botrytis cinerea) em pimentdo e no tomateiro a inducgéo de resisténcia sistémica, pois como o
agente causal estava espacialmente separado do BC, e a nutri¢cdo das plantas assim como o0s
regimes hidricos ndo diferiram, sugeriu que a resisténcia sistémica induzida seria a explicacdo
mais provavel. No entanto, ndo se sabe ao certo se a resisténcia € resultado de estresses de baixo
nivel exercido por compostos fitotdxicos contidos no biocarvao (por exemplo, etilenoglicol e
propilenoglicol) ou através de microrganismos isolados a partir dos solos tratados com BC, que
séo conhecidos por induzir resisténcia, tal como Trichoderma spp.

De acordo com os resultados obtidos para a producédo de enzimas relacionadas a defesa
(Figura 6), os menores indices da doenca encontrados a partir da concentracdo de 5% , indicam
que, possivelmente, a inducdo de resisténcia no tomateiro foi o responsavel pelos menores
indices da doencga, porém néo € possivel afirmar se os compostos quimicos presentes no FC ou
a microbiota do solo sdo os principais responsaveis pela maior expressdo desta enzima nas

plantas.
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Conceitualmente, as polifenoloxidases ndo séo classificadas como sendo uma PRP
(proteinas relacionadas a patogénese), porém, pelo fato de sua atividade poder ser induzida por
fatores abioticos e bioticos, tais como danos causados por herbivoros, infeccdes fungicas e
bacterianas, e por tratamentos com compostos que sinalizam a via octadecanoide, € uma
evidéncia adicional do envolvimento desta enzima em mecanismos de defesa das plantas
(FARMER; RYAN, 1992; WARNER et al., 1995).

A importancia da atividade das polifenoloxidases na defesa de plantas a infeccbes de
fitopatdgenos, deve-se a sua propriedade de oxidar compostos fendlicos para quinonas, que
apresentam agdo antimicrobiana (LIU et al., 2005; MOHAMMADI; KAZEMI, 2002), e a sua
acdo protetora no local do ferimento (TAIZ; ZEIGER, 2004). As polifenoloxidases também
participam do processo de lignificacdo durante a invasdo pelo patogeno (JUNG et al., 2004;
MOHAMMADI; KAZEMI, 2002). Uma maior atividade das polifenoloxidases possivelmente
incrementa as concentracdes de produtos tdxicos resultantes da oxidacdo, aumentando,
portanto, o grau de resisténcia a infeccbes (AGRIOS, 2005).

Na inducéo de resisténcia Chérif et al. (1994) concluiram que a conversdo de fendis em
compostos toxicos, proporcionados pela PPO, foi em grande parte responsavel pelo aumento
da resisténcia em plantas de pepino induzidas por silicatos sollveis contra Pythium
aphanidermatum, agente causal de tombamento. Ramamoorthy et al. (2002) induziram
resisténcia em tomate e pimenta, a partir do tratamento de sementes com diversos isolados de
P. fluorescens e observaram reducdes de até 50% do tombamento causado por P.
aphanidermatum, estando esta protecdo relacionada ao aumento significativo da atividade da
PPO juntamente com outras enzimas. Peng et al. (2004) demonstraram que a inducdo do pepino
com pectinases extraidas de Penicilium oxalicum contra Cladosporium cucumerinum reduziu
em até 70% a severidade da doenca, conferindo o0 aumento da atividade da PPO.

No que se refere ao maior crescimento radicular apés a adicdo de BC ao solo, relatos
similares ja foram feitos ha mais de 100 anos. Makoto et al. (2010) mostraram aumento
significativo ndo apenas na biomassa da raiz (47%), mas também o numero de raizes (64%)
aumentou apos um incéndio florestal em um Cambissolo distrofico. O numero de raizes de
armazenamento de aspargos também aumentou com a adicdo de BC em um solo tropical
(MATSUBARA et al., 2002). Além disso, o comprimento da raiz do arroz aumentou com as
adicdes de BC (NOGUERA et al., 2010). Portanto, ndo apenas a abundéncia, mas também o
comportamento de crescimento das raizes pode mudar em resposta a presenca de biocarvéo.

No entanto, as razdes para as mudangas no crescimento radicular raramente sao bem

identificadas nos estudos existentes, e variam dependendo das propriedades do BC e das
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condigdes do solo nos diferentes ambientes (LEHMANN et al., 2011). BiocarvGes com
propriedades que melhoram as caracteristicas quimicas e fisicas do solo, como disponibilidade
de nutrientes, retencdo de agua, aumento do pH e aeragdo, sdo hipotetizados como a mais
provavel causa no aumento do crescimento das raizes. Em varios casos, ndo apenas a biomassa
da raiz é aumentada, mas também da parte aérea é acrescida ap0s as adi¢des de BC, sendo que
tais efeitos na parte aérea e radicular podem indicar uma melhor oferta de recursos no solo com
consequente melhora na nutricdo das plantas, o que nédo foi observado neste trabalho (Tabela
5). Portanto, acredita-se que tais efeitos na maior producdo de biomassa, possivelmente esteja
relacionado a melhorias fisicas nos solos, como aumento no pH, aeracgéo e retencdo de agua.
De acordo com os testes in vitro, o extrato aquoso de BC néo foi diretamente toxico para
0 patogeno, como evidenciado pela falta de impacto do BC sobre o crescimento radial do
micélio de Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi raca 3. No entanto, a germinacdo de
microconidios de Fusarium foi reduzida pelo extrato aquoso. Tal resultado possivelmente esteja
relacionado aos compostos tdxicos presentes no BC ou mesmo por incrementos no pH da

suspensdo/extrato, elevando-os a niveis prejudiciais a germinacao dos esporos do patdgeno.
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6 CONCLUSOES

A utilizagdo de Finos de Carvdo na dose de 20 t ha tem potencial para aumentar a
biomassa microbiana do solo e de 20 a 50 t ha™* na reducéo dos sintomas causados por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raca 3 em tomateiro, sendo a inducéo de resisténcia sistémica o
mais provavel efeito, devido aos aumentos na atividade da enzima polifenoloxidase.

Finos de Carvéo na concentracdo de 5% em solo infestado por Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici raca 3 reduz a perda de biomassa radicular e, a partir de 2%, em biomassa aérea.

Finos de Carvdo promovem ganhos de biomassas aérea e radicular em tomateiros, a
partir da concentragéo de 7,5%.

O aumento da concentracdo de Finos de Carvao no solo reduz a severidade da murcha

de Fusarium em tomateiro.
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