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RESUMO GERAL 

Macrophomina phaseolina é um importante patógeno habitante do solo, associado ao 

“damping-off” e podridões de raízes e caules em mais de 700 espécies de plantas. O uso 

de biochar (BCH) de lodo de esgoto, aplicado ao solo, tem despertado interesse em 

diferentes estudos para o controle de doenças em plantas, proporcionando uma inibição 

ou mesmo suprimindo fitopatógenos. O controle biológico é evidenciado por ser uma 

alternativa eficaz para o manejo de diferentes fitopatógenos. Trichoderma é um dos mais 

estudados e utilizados agentes de biocontrole de doenças vegetais em todo o mundo. O 

objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da aplicação ao solo de BCH, Trichoderma 

harzianum e da associação BCH + T. harzianum sobre M. phaseolina em aspectos 

agronômicos das culturas de soja, milho, feijão e algodão inoculadas ou não com o 

fitopatógeno. Foi avaliado o efeito direto de concentrações (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0%) 

de BCH sobre o crescimento micelial de isolados de M. phaseolina. Foi observado ainda 

a capacidade de biocontrole por meio do uso do pareamento de cultura (T. harzianum x 

M. phaseolina) com ou sem biochar. Além disso, foi avaliado o uso de BCH, do T. 

harzianum, e da associação BCH + T. harzianum em plantas de feijão e soja para controle 

de M. phaseolina em experimento conduzido em casa de vegetação. Biochar de lodo de 

esgoto, pirolisado a 500 ºC e utilizado em baixa concentração (0,5%), possui efeito direto 

no controle in vitro de diferentes isolados de M. phaseolina. No entanto, concentrações 

mais elevadas do BCH estimulou o crescimento do fungo. Trichoderma harzianum 

(linhagem 1306) inibiu o crescimento micelial de M. phaseolina, em meio de cultura com 

ou sem biochar. Macrophomina phaseolina afeta negativamente: (a) a germinação e 

sobrevivência de plantas de soja e; (b) a germinação, sobrevivência e número de vagens 

de plantas de feijão comum. O isolado 428 de M. phaseolina reduziu todos os índices 

agronômicos (germinação, sobrevivência, número de vagens, massa fresca e seca) de 

plantas de feijão. O uso de BCH aumentou o número de vagens em plantas de soja, 

inoculadas ou não com M. phaseolina. A associação T. harzianum + BCH de lodo de 

esgoto aumentou o número de vagens, massa fresca e seca de plantas de feijão, inoculadas 

ou não com M. phaseolina. 

 

Palavras-chave: biossólido, controle de fitopatógenos, podridão cinzenta. 
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ABSTRACT 

Macrophomina phaseolina is an important soil pathogen, associated with “damping-off” 

and root and stem rot in more than 700 plant species. The use of biochar (BCH) of sewage 

sludge applied to the soil, has aroused interest in studies for the control of diseases in 

plants, providing an inhibition of plant pathogens. Biological control is evidenced as an 

effective alternative for the management of different phytopathogens. Trichoderma is one 

of the most studied and used biocontrol agents of plant diseases worldwide. The objective 

of this work was to evaluate the effects of BCH, Trichoderma harzianum and BCH + T. 

harzianum on M. phaseolina and on agronomic aspects of soybeans, maize, beans and 

cotton inoculated or not with M. phaseolina. The direct effect of concentrations (0.0, 0.5, 

1.0, 2.0, 5.0 and 10.0%) of BCH on the mycelial growth of M. phaseolina isolates was 

evaluated. It was also observed the biocontrol capacity using culture pairing (T. 

harzianum x M. phaseolina) with or without biochar. In addition, the use of BCH, T. 

harzianum, and the association BCH + T. harzianum in bean and soybean plants were 

evaluated for M. phaseolina control in a greenhouse experiment. Biochar of sewage 

sludge, pyrolyzed at 500 ºC and used in low concentration (0.5%), has direct effect on the 

in vitro control of isolates of M. phaseolina. However, higher concentrations of BCH 

stimulated fungal growth. Trichoderma harzianum (strain 1306) inhibited the mycelial 

growth of M. phaseolina, in culture medium with or without biochar. Macrophomina 

phaseolina negatively affects: (a) the germination and survival of soybean plants, and; (b) 

the germination, survival and number of pods of common bean plants. Isolate 428 from 

M. phaseolina reduced all agronomic characteristics (germination, survival, number of 

pods, fresh and dry mass) of bean plants. The use of BCH increased the number of pods 

in soybean plants, inoculated or not with M. phaseolina. The association of T. harzianum 

+ BCH of sewage sludge increased the number of pods, fresh and dry mass of bean plants, 

whether or not inoculated with M. phaseolina. 

 

Keywords: biosolids, control of phytopathogens, gray rot. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

Macrophomina phaseolina é um fungo Ascomycota da família 

Botryosphaeriaceae (MYCOBANK, 2016). Trata-se de um importante patógeno 

habitante do solo, destacando-se por ser polífago, cosmopolita, de alta variabilidade 

patogênica e capacidade de sobrevivência no solo sob condições adversas. Seu 

crescimento é favorecido por temperaturas elevadas e baixa umidade do solo, sendo 

eficientemente disseminado por sementes infectadas (GOMES et al., 2008). 

O Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos no mundo (MMA, 2016). As 

vendas anuais de agrotóxicos no Brasil entre os anos de 2000 e 2012 apresentaram um 

crescimento de 194,1%. Em 2014, foram comercializadas 508.556,84 toneladas de 

ingredientes ativos (IBAMA, 2014). Entretanto, os problemas causados ao ambiente 

pelos produtos químicos têm estimulado o estudo de técnicas e o desenvolvimento de 

métodos alternativos e produtos biológicos para o controle de doenças de plantas, 

considerados de menor potencial ofensivo ao meio ambiente (BROETTO et al., 2014). 

Entre as alternativas, a utilização de resíduos orgânicos pode influenciar na 

supressividade do solo contra patógenos através do estímulo da atividade da biota, pelo 

aumento e favorecimento de populações de agentes de biocontrole, diminuição do 

potencial de inóculo dos fitopatógenos, como também, através da ação de compostos 

provenientes da decomposição da matéria orgânica (BETTIOL e MORANDI, 2009).  

A utilização de diferentes tipos de materiais orgânicos aplicados ao solo para o 

controle de fitopatógenos vem sendo amplamente avaliada. Nessa linha de pesquisa, a 

possibilidade do biochar (BCH), quando adicionado ao solo, provocar uma inibição ou 

mesmo suprimir o desenvolvimento de microrganismos fitopatogênicos e, 

consequentemente, reduzir a severidade e a incidência das doenças em plantas, tem 

despertado a atenção em diferentes estudos (ELMER, 2011; JAISWAL et al., 2014).  

O BCH é um produto sólido, rico em carbono, obtido pelo aquecimento de 

biomassa sob condições controladas de oxigenação, em processo conhecido como pirólise 

(SOHI, 2012), produzindo também um material líquido, o bio-óleo, e gases como H2, CO, 

CO2, CH4, C2H4 e C2H6 (VIEIRA, 2012). O BCH pode ser obtido a partir de várias 

matérias primas, como biomassa lenhosa retirada da compostagem, resíduos de madeira 

provenientes de operações de colheita florestal comercial, e resíduos urbanos como o lodo 

de esgoto. Esta diversidade de matéria-prima utilizada sob diferentes condições resulta 

em produtos com propriedades variadas (HARTLEY et al., 2016; YUAN et al., 2015).  
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A matéria-prima e a temperatura de pirólise adotadas na produção do BCH são 

fatores que influenciam nas características finais do produto. Jaiswal et al. (2014) 

observaram que BCHs produzidos com matérias-primas distintas e em diferentes 

temperaturas apresentavam variações no controle de determinadas doenças, como no caso 

do ‘damping-off’ (Rhizoctonia solani). Outro fator também discutido é que concentrações 

mais elevadas do BCH se tornam ineficazes, ou mesmo favorecem a doença, 

demonstrando uma interação significativa entre matéria-prima e concentração do BCH 

para controle de ‘damping-off’. Desse modo, BCHs obtidos de diferentes matérias-primas 

possuem distintas concentrações ótimas para o controle de doenças.  

Pesquisas envolvendo a aplicação de BCH ao solo têm demonstrado alterações na 

ocorrência de microrganismos e os consequentes efeitos sobre o crescimento das plantas. 

Por exemplo, Graber et al. (2010) observaram que em solos que receberam BCH houve 

um aumento na população de Trichoderma spp. em relação ao solo controle (sem BCH). 

O controle biológico tem sido amplamente estudado como alternativa eficaz para 

o manejo de diferentes fitopatógenos. Os benefícios viabilizados por tais estratégias de 

controle estão associados ao fato de ser um método seguro, que não polui e não causa 

desequilíbrio ambiental e, principalmente, promove sistemas mais sustentáveis, 

permitindo plantios subsequentes com menores problemas fitopatológicos (SCUDELER 

e VENEGAS, 2012). Os fungos pertencentes ao gênero Trichoderma estão entre os mais 

estudados e utilizados como agentes de biocontrole de doenças vegetais em todo o mundo. 

Segundo Khalili et al. (2016), o uso de isolados de Trichoderma harzianum em estudo de 

pareamento com M. phaseolina tem evidenciado grande capacidade de inibição ao 

fitopatógeno, por mecanismos diversos, como hiperparasitismo e produção de compostos 

voláteis por parte dos isolados desse fungo. 

Este estudo está fundamentado na importância dos métodos de controle biológico 

e na ausência de informações sobre efeito do BCH associado ou não ao Trichoderma no 

controle de M. phaseolina, em culturas de grande interesse econômico para o Cerrado. 
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2. HIPÓTESES  

 

I. O biochar de lodo de esgoto inibe o crescimento de M. phaseolina. 

II.  A aplicação de biochar de lodo de esgoto ao solo favorece o controle de M. 

phaseolina. 

III. O biochar de lodo de esgoto potencializa o crescimento de T. harzianum. 

IV. A associação biochar + T. harzianum melhora o desenvolvimento de plantas de 

feijão, soja e controla o fungo M. phaseolina. 

 

3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo geral  

 

Avaliar os efeitos da aplicação ao solo de biochar de lodo de esgoto e da 

associação biochar + T. harzianum sobre M. phaseolina sob os aspectos agronômicos 

(germinação, sobrevivência, número de vagens, massa fresca e seca) das culturas de soja, 

milho, feijão e algodão. 

 

3.2. Objetivos específicos  

 

1. Avaliar o crescimento micelial de isolados de M. phaseolina em meio de cultura BDA 

(Batata-Dextrose-Ágar) sintético quando enriquecido com biochar. 

2. Avaliar a patogenicidade de oito diferentes isolados de M. phaseolina em plantas de 

soja, milho, feijão e algodão. 

3. Determinar a temperatura de pirólise do biochar que apresenta maior efetividade de 

inibição no crescimento micelial de M. phaseolina. 

4. Quantificar a concentração ótima de aplicação de biochar de lodo de esgoto para o 

controle de M. phaseolina. 

5. Avaliar o efeito antagonista de T. harzianum sobre M. phaseolina. 

6. Observar o crescimento de T. harzianum quando em contato com biochar. 

7. Avaliar o efeito da associação biochar + T. harzianum no desenvolvimento de plantas 

de soja, milho, feijão e algodão.  



6 

 

4. REVISÃO DE LITERATURA  

 

4.1. Macrophomina phaseolina: características e ocorrência em culturas agrícolas  

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. pertence ao filo Ascomycota, família 

Botryosphaeriaceae (MYCOBANK, 2016). O fungo possui micélio uninucleado, embora 

as células das extremidades do micélio, região de crescimento, sejam usualmente 

multinucleadas (KNOX-DAVIES, 1967). Na forma imperfeita, produz picnídios de cor 

marrom-escuros, solitários ou agregados, com 100-200 μm de diâmetro, abrindo-se por 

ostíolo apical (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970). Os picnídios podem apresentar 

variações em tamanho de acordo com o substrato ao qual o fungo se desenvolve 

(DHINGRA; SINCLAIR, 1978). Nem todos os isolados de M. phaseolina produzem 

picnídios (EMBRAPA, 2014). De acordo com Sutton (1980), em meio de cultura apenas 

os microesclerócios são produzidos. Entretanto, Machado (1987) observou que entre 12 

isolados estudados, metade produziu picnídios, quando cultivados em meio de BDA. 

Os conídios são hialinos, com formato variando de elipsoide a ovoide, medindo 

14-30μm x 5-10μm (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970). O fungo produz 

microesclerócios, que consistem em estruturas multicelulares, duras e resistentes a 

condições adversas, e, são uma das formas de sobrevivência do fungo, bem como a 

principal fonte de inóculo do patógeno (EMBRAPA, 2014). Estes são encontrados em 

grandes quantidades sob a epiderme das raízes ou na camada externa do córtex e na região 

do colo da planta. Os microesclerócios são negros e lisos, e medem em torno de 100μm 

(50-300μm) (HOLLIDAY; PUNITHALINGAM, 1970), produzidos a partir do micélio.  

Com a decomposição dos tecidos das plantas, os microesclerócios são liberados 

no solo, e em contato com a região do colo ou da raiz das hospedeiras, germinam e as 

infectam. O patógeno além de ser um habitante do solo, pode ser disseminado pelas 

sementes de uma área para outra. A presença do fungo na semente resulta em de 

“damping-off” de pré-emergência, reduzindo o stand de plantas (MENEZES et al., 2004). 

A viabilidade dos microesclerócios em campo é reduzida a partir de condições de 

alta umidade do solo, baixa relação C/N, baixa densidade do solo e concentração de 

oxigênio menor que 16% (DHINGRA; SINCLAIR, 1975; GANGOPADHYAY et al., 

1982). Dhingra e Sinclair (1978) observaram também em seus estudos que a longevidade 

dos microesclerócios em condições adversas pode chegar a três anos. 

O fungo pode infectar várias espécies vegetais (GUPTA et al, 2012), sendo feijão, 

caupi, milho, amendoim, girassol, soja, sorgo e crotalária, as espécies suscetíveis mais 
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comuns no Brasil. Esse fitopatógeno está associado ao “damping-off” e podridões de 

raízes e caules em mais de 700 vegetais cultivados ou não (SMML, 2016), sendo 

favorecido por clima quente e seco ou de estresse de calor (RADWAN et al., 2014). 

A ocorrência de M. phaseolina foi relatada pela primeira vez no Brasil em feijão 

(BITANCOURT, 1935). Na cultura da soja, essa doença teve sua importância 

negligenciada por diversos anos, por aparecer normalmente nos estádios finais de 

desenvolvimento da cultura. Lehman et al. (1976) ressaltaram em seu estudo com soja, 

na safra de 1973/1974, que em 104 lavouras nos estados de Santa Catarina e Rio Grande 

do Sul, 5% das plantas apresentavam infecção radicular por M. phaseolina. 

Wrather e Koenning (2010) ratificaram em seu trabalho que a podridão-carvão em 

soja nos EUA causou perdas médias de produção em cerca de 27 milhões de bushels 

(~12.247.000 sacas) por ano, de 1996 a 2009. Na zona do Sahel da África Ocidental 

(incluindo Burkina Faso, Níger e Senegal), a podridão-carvão provoca uma perda média 

de rendimento de 10%, o que equivale a 30.000 toneladas de feijão-caupi, valor estimado 

em US$ 146 milhões para o Níger e Senegal (NDIAYE, 2007). No entanto, quando as 

condições são favoráveis para o crescimento e desenvolvimento de M. phaseolina, 

infecções podem resultar em perdas totais de colheitas (JIMENEZ et al., 1983). 

 

4.2. Lodo de esgoto: importância, produção e uso 

A Organização das Nações Unidas (ONU) em 2010 estabeleceu que o acesso à 

água potável e ao sistema de saneamento básico é um direito essencial ao ser humano. 

Entretanto, o panorama mundial mostra que cerca de 2,4 bilhões de pessoas ainda estão 

vivendo sem saneamento adequado, ou seja, no ano de 2015 apenas 68% da população 

mundial tinha acesso a um sistema de saneamento apropriado (UNICEF e WHO, 2015). 

O Sistema Nacional de Informações sobre Saneamento (SNIS) divulgou que 

48,6% da população brasileira tem acesso à coleta de esgoto, sendo este lançado em fossa 

rudimentar, rio, lago, mar, ou outro escoadouro. De acordo com o SNIS (2016), 40% dos 

esgotos do país são tratados, e observando a média das 100 maiores cidades brasileiras 

em tratamento de esgotos verifica-se apenas 50,26%. A região centro-oeste é a com 

melhor desempenho, com 46,37% do esgoto tratado, entretanto a média de esgoto tratado 

não atinge nem metade da população. 

No Distrito Federal o sistema de coleta e tratamento de lodo de esgoto (LE) é de 

responsabilidade da Companhia de Saneamento Ambiental do DF (CAESB), cujo sistema 

de esgotamento opera com 5.169 km de redes e 15 estações de tratamento. 
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Aproximadamente 340 toneladas de LE são produzidas por dia nas estações de tratamento 

do DF (CAESB, 2016). Um destino adequado para esse produto representa interesse de 

toda a sociedade. As Estações de Tratamento de Esgoto (ETEs) têm a finalidade de 

promover um tratamento adequado dos resíduos líquidos domésticos e industriais, 

utilizando processos físicos, químicos ou biológicos, em conformidade com os padrões 

exigidos pela legislação ambiental, para que possam retornar a natureza sem ocasionar 

problemas ambientais e à saúde humana (CAESB, 2016). 

O tratamento do esgoto promovido nas ETEs é dividido em quatro etapas: 

tratamento preliminar (pré-tratamento), tratamento primário, secundário e terciário. No 

tratamento preliminar se usam grades, peneiras ou caixas de areia para a retenção de 

resíduos maiores. O tratamento primário se caracteriza pela sedimentação dos sólidos em 

suspensão, formando o lodo primário, que será removido para dar continuidade ao 

tratamento. O secundário utiliza processo biológico, onde os microrganismos se 

alimentando da matéria orgânica (MO), converte-a em gás carbônico e água. E em caráter 

terciário, são retirados elementos específicos, como fósforo e nitrogênio, que em excesso 

prejudicam a qualidade da água resultante do processo de tratamento de esgoto. O uso de 

digestores no tratamento do lodo promove estabilização da MO e favorece a etapa 

posterior de desidratação ou desaguamento. Após a etapa de desidratação, o produto final 

do tratamento é chamado de biossólido, o qual deve ser encaminhado para destinação 

final. O alto teor de MO no LE e a presença de macro e micronutrientes, principalmente 

nitrogênio e fósforo, promovem a melhoria de propriedades físicas, químicas e biológicas 

do solo (CÉZAR et al., 2012). Observando tais características do LE, seu uso em 

substituição ao adubo mineral pode favorecer o desenvolvimento de plantas, além da 

maior rentabilidade econômica quando se usa uma dose ótima (QUINTANA, 2006). 

Além dos benefícios em áreas agrícolas, o LE também tem sido usado na 

recuperação de áreas degradadas, sendo uma das melhores alternativas para destinação 

final de tal material, que possui baixo custo, reutilização de nutrientes e menor 

dependência de fertilizantes químicos. 

 

4.3. Biochar de lodo de esgoto: produção e uso agroambiental  

Apesar do reconhecido papel do LE na fertilização de solos, a ocorrência de 

microrganismos patogênicos, somada à presença de metais potencialmente tóxicos 

restringem o uso do LE in natura a poucos destinos, sendo tal uso controlado por 

legislação específica, como a Resolução N° 375 de 2006 do Conselho Nacional do Meio 
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Ambiente (CONAMA, 2006). Quando usado de forma indiscriminada pode causar 

acúmulo de metais pesados nos solos, que podem ser absorvidos pelas plantas em 

quantidade suficiente para afetar negativamente o seu desenvolvimento e/ou a saúde dos 

consumidores (CHANG et al., 1997; YUAN et al., 2015). Uma forma de solucionar o 

problema da presença de patógenos é o tratamento térmico do LE. O tratamento térmico 

por pirólise promove a eliminação de patógenos e componentes orgânicos perigosos 

(CABALLERO et al., 1997), tendo como produto principal o biochar (BCH).  

O BCH é um produto sólido, rico em carbono, obtido pelo aquecimento de 

biomassa sob condições controladas de oxigenação, isto é, por pirólise (SOHI, 2012), 

produzindo também um material líquido, o bio-óleo, e gases (H2, CO, CO2, CH4, C2H4 e 

C2H6) (VIEIRA, 2012). Diversas matérias primas podem ser utilizadas na produção de 

BCH, como biomassa lenhosa retirada da compostagem, resíduos de madeira 

provenientes da colheita florestal comercial, além de resíduos urbanos como o lodo de 

esgoto. Esta diversidade de matéria-prima utilizada sob diferentes condições resulta em 

produtos com propriedades variadas (HARTLEY et al., 2016; YUAN et al., 2015). 

Segundo Downie (2009) a adição de BCH ao solo promove mudanças nas 

propriedades físicas do solo, alterando atributos como: agregação, porosidade e 

consistência, diâmetro dos poros, distribuição granulométrica, densidade, em função de 

sua maior área superficial específica. Com isso, as plantas podem apresentar maior 

desenvolvimento devido a maior disponibilidade de água na rizosfera. Pesquisas 

envolvendo BCH e seus benefícios quando aplicado ao solo são crescentes. Além das 

propriedades físicas, o BCH se destacada por apresentar um potencial de retenção de 

metais pesados em solos contaminados, contudo esta característica é dependente da 

matéria-prima utilizada e da temperatura de pirólise para sua produção (UCHIMIYA et 

al., 2011). 

O BCH foi objeto de diversos estudos devido sua capacidade de gerar benefícios 

agroambientais, tais como: redução da perda de nutrientes por lixiviação (YUAN et al., 

2016), adição de nutrientes disponíveis para as plantas (FARIA et al., 2017) e calagem 

do solo (DEENIK e COONEY, 2016). A interferência do BCH sobre propriedades 

químicas do solo tem garantido respostas fisiológicas nas plantas, sendo explicado pelo 

fato de o BCH aumentar os teores disponíveis de P, K, Ca, Mg e C, como também a 

eficiência no uso dos nutrientes (PETTER, 2010).  

Clough et al. (2013) destacam a interação entre o BCH e o ciclo do N no solo. De 

acordo com estes autores, a aplicação de fertilizantes nitrogenados em combinação com 
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o BCH foi proposta para melhorar a sincronia temporal entre a demanda das culturas por 

N e a disponibilidade de N oriundo do solo, aumentando a eficiência de seu uso e redução 

dos impactos ao meio ambiente causados pelo excesso de adubação nitrogenada.  

O BCH tem se destacado ainda por seu potencial no sequestro de carbono 

(KOOKANA et al., 2011), como também seu efeito na redução das emissões de gases de 

efeito estufa do solo, especialmente do óxido nitroso (SINGH et al., 2010; CAYUELA et 

al., 2013), fato verificado em BCHs oriundos de diferentes matérias-primas. Além dos 

benefícios já citados, pesquisas envolvendo o uso do BCH na área de fitopatologia vem 

crescendo nos últimos anos, sendo realizados estudos para avaliar sua capacidade no 

controle de doenças de plantas, principalmente as relacionadas com patógenos de solo. A 

efetividade no controle de tais doenças pelo BCH tem associado tal característica ao tipo 

de matéria-prima utilizada para sua produção, a temperatura de pirólise e 

concentração/quantidade de BCH utilizado no experimento (JAISWAL et al., 2015).  

 

4.4. Biochar no controle de doenças de plantas  

O acompanhamento da safra de grãos brasileira revelou estimativas de incremento 

de 1,1% na área de plantio para 2017/18, atingindo 61,5 milhões de hectares e produção 

de 227,95 milhões de toneladas (CONAB, 2018). A soja permanece como uma das 

principais culturas produzidas no país, alcançando 110,4 milhões de toneladas.  

O cenário de doenças na cultura da soja no Brasil é alterado a cada ano, refletindo 

em aumento de severidade por algumas doenças, tanto de parte aérea, como nos caules e 

raízes. Doenças causadas por fungos de solo são de difícil controle aliado a uma 

quantidade restrita de cultivares de soja com resistência a essas doenças (ITO, 2013), 

entre as quais, destacam-se: mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum); morte por Fusarium 

(Fusarium spp.); podridão cinzenta do caule (M. phaseolina); podridão parda da haste 

(Phialophora gregata); Rizoctoniose, tombamento de plântulas e morte em reboleiras (R. 

solani); tombamento e murcha de Sclerotium (Sclerotium rolfsii). 

O feijão é responsável por uma produção de 3,3 milhões de toneladas. O feijoeiro 

comum é afetado por inúmeras doenças que diminuem a produtividade da cultura 

(MAPA, 2016). Entre estas destacam-se o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), a mela 

(Thanatephorus cucumeris), a podridão-radicular-de-Rhizoctonia (R. solani), a podridão-

radicular-seca (Fusarium solani f.sp. phaseoli), a murcha-de-fusário (F. oxysporum f.sp. 

phaseoli) e a podridão-cinzenta-do-caule (M. phaseolina). 
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As vendas anuais de agrotóxicos no Brasil entre 2000 e 2012 apresentaram um 

crescimento de 194,09%. No ano de 2014, as vendas de agrotóxicos e afins no Brasil já 

representava 508.556,84 toneladas de ingredientes ativos (IBAMA, 2014). Entretanto, os 

problemas causados ao ambiente pelos produtos químicos têm estimulado o estudo de 

novas tecnologias e o desenvolvimento de métodos alternativos de controle de doenças 

de plantas, considerados menos danosos ao meio ambiente (BROETTO et al., 2014). 

A possibilidade do BCH, quando adicionado ao solo, provocar uma inibição ou 

mesmo suprimir fitopatógenos e, consequentemente, reduzir a severidade, ou até mesmo 

evitar o acometimento de doenças em plantas, tem despertado a atenção em diferentes 

estudos (COPLEY et al., 2015; JAISWAL et al., 2017; ROGOVSKA et al., 2017).  

A primeira evidência que correlaciona a aplicação do BCH ao solo e uma possível 

capacidade de induzir ou de mediar a indução de resistência sistêmica em resposta a 

doenças causadas por patógenos foliares, foi descrita no experimento em casa de 

vegetação com as culturas de pimenta e de tomate (ELAD et al., 2010). Neste trabalho, 

os autores verificaram que as doenças causadas por Botrytis cinerea (mofo cinzento) e 

Oidiopsis sicula (oídio) foram reduzidas em parcelas com biochar de madeira de citrus. 

Em um estudo realizado por George et al. (2016), foi relatado que BCHs 

produzidos a partir de diferentes matérias primas (madeira de Pinus sylvestris, casca de 

P. sylvestris, pellets produzidos a partir de madeiras de coníferas e cascas de trigo-

vermelho) quando aplicados ao solo, com exceção do BCH de madeira de P. sylvestris, 

possuíam um efeito negativo sobre as taxas de infecção das raízes pelo nematoide 

Pratylenchus penetrans, especialmente o BCH de casca de trigo-vermelho. Pelo menos, 

dois dos BCHs aplicados (de casca de trigo-vermelho e o de casca de pinheiro) 

provavelmente induziram resposta de defesa na planta, quer por SAR (resistência 

sistêmica adquirida) ou ISR (resistência sistêmica induzida), em cenoura contra infecções 

por P. penetrans. 

Mehari et al. (2015) avaliando o tomate / Botrytis cinerea verificaram que a 

indução de resistência mediada por BCH e a iniciação da expressão do gene relacionado 

com a defesa da planta era dependente do ácido jasmônico e correlacionado com a 

iniciação sistêmica de toda planta da rápida oxidação de resposta dependente de 

jasmonato. Estas características são específicas de ISR, normalmente envolvendo 

microrganismos benéficos da rizosfera. Consequentemente, o estudo demonstrou que o 

BCH favoreceu a colonização das raízes por organismos benéficos exercendo um papel 

essencial na indução de resistência em tomateiro contra a podridão cinzenta.  
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A matéria-prima e a temperatura de pirólise adotada no procedimento de produção 

do BCH são vistas como fatores que influenciam nas características/propriedades do 

produto. Jaiswal et al. (2014) avaliando BCHs preparados a partir de duas matérias-

primas (madeira de eucalipto e resíduos de casa de vegetação), e produzidos a 350 e 600 

ºC, verificaram que, em geral, concentrações relativamente baixas melhoram o 

desempenho de crescimento de plantas, como também suprimem o “damping-off” 

causado por R. solani. Ainda neste trabalho, os autores verificaram que em concentrações 

mais elevadas o BCH é ineficaz, ou mesmo pode favorecer a incidência e gravidade da 

doença, em comparação com o controle, sendo a redução da doença afetada pelo tipo de 

matéria-prima. Houve uma interação significativa entre matéria-prima e concentração 

para a incidência de “damping-off” e outros parâmetros de doença, indicando que cada 

matéria-prima possui uma concentração ótima para controle de doenças. 

Akhter et al. (2015) observaram que a resposta de crescimento de plantas de 

tomate e a supressão de F. oxysporum f.sp. lycopersici com o uso do BCH é dependente 

do tipo de matéria-prima. Com base em estudos in vitro, esses autores verificaram sobre 

o crescimento e desenvolvimento de F. oxysporum f.sp. lycopersici, que alterações do 

solo com materiais orgânicos como os compostos e BCHs têm se mostrado capazes de 

alterar exsudatos radiculares de tomate, e essas alterações podem ter um papel essencial 

na determinação da resposta da planta ao estresse da doença. A aplicação de adubo e 

biochars no solo influencia a qualidade e composição dos exsudatos das raízes no que diz 

respeito aos seus efeitos sobre os fungos que vivem no solo. 

 

4.5. Trichoderma harzianum para controle de fitopatógenos 

O controle biológico tem se destacado por ser uma alternativa eficaz para o manejo 

de diferentes fitopatógenos. Os benefícios dessa estratégia de controle de doenças estão 

associados ao fato de ser um método seguro, não poluir e não causar desequilíbrio 

ambiental e, principalmente, viabilizar sistemas mais sustentáveis, permitindo plantios 

subsequentes com menores problemas fitopatológicos (SCUDELER e VENEGAS, 

2012). 

Uma das linhas de pesquisas que vêm sendo desenvolvidas através da adição de 

BCH ao solo está correlacionada às alterações na microfauna e os consequentes efeitos 

sobre o crescimento das plantas. Graber et al. (2010) observaram que em solos que 

receberam BCH houve um aumento de até duas unidades logarítmicas de Trichoderma 

spp. em relação ao solo controle (sem BCH). 
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Trichoderma está entre os mais estudados e utilizados como agentes de 

biocontrole de doenças vegetais em todo o mundo. Esses microrganismos de vida livre e 

altamente interativos no solo, nas superfícies radiculares e no interior dos tecidos vegetais 

(RAJENDIRAN et al., 2010) apresentam atividade antagônica a diferentes fungos 

fitopatogênicos. A atividade de biocontrole pode ocorrer indiretamente, competindo por 

espaço e nutrientes, modificando as condições ambientais, produzindo antibióticos, 

inativando as enzimas do patógeno ou, diretamente, mediante o parasitismo (BENÍTEZ 

et al., 2004), que envolve eventos sequenciais complexos, incluindo reconhecimento, 

penetração e subsequente morte do hospedeiro (MUKHERJEE et al., 2012). 

Estudos demonstram que a eficácia do biocontrole por Trichoderma varia de 

acordo com o isolado adotado. Sain e Pandey (2016) descreveram que todos os isolados 

de T. harzianum utilizados no trabalho tinham um efeito antagonista sobre determinados 

agentes patogênicos ao tomateiro, como: Pythium aphanidermatum, F. oxysporum f.sp. 

lycopersici, R. solani, Alternaria alternata f.sp. lycopersici, Phytophthora infestans e 

Septoria lycopersici. Os autores verificaram também que a aplicação de formulação em 

talco dos isolados de T. harzianum (10% de WP), como tratamento de sementes/aplicação 

ao solo e aplicação foliar, era eficaz para o tratamento das doenças selecionadas. 

Khaledi e Taheri (2016) observaram em um experimento in vitro que isolados de 

Trichoderma spp. se destacaram por inibir o crescimento micelial de M. phaseolina, com 

capacidade inibitória podendo variar de 20,2 a 58,7% de acordo com isolado estudado, 

alcançando melhores resultados os de T. harzianum. Os resultados desse estudo indicam 

que os isolados de T. harzianum aparentemente produzem compostos voláteis e não 

voláteis que suprimem o crescimento do fitopatógeno.  

Khalili et al. (2016) verificaram que diferentes isolados de T. harzianum quando 

pareado com M. phaseolina promovem inibição do fitopatógeno em até 72%, além de 

demostrar um excepcional hiperparasitismo de tais colônias. Outro fator importante 

destacado no trabalho faz referência a produção de compostos voláteis por parte dos 

isolados de T. harzianum, que geram uma supressão do crescimento da M. phaseolina, a 

uma taxa que varia de 43,30 a 63,36% de acordo com o isolado estudado.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Obtenção e caracterização do Biochar 

O BCH foi produzido a partir da biomassa de LE proveniente da estação de 

tratamento de esgoto da companhia de saneamento ambiental do Distrito Federal 

(CAESB), localizada na cidade do Gama, a 34 km do centro de Brasília, DF. Esta ETE 

utiliza o sistema de tratamento em nível terciário, no qual o LE é tratado em reator 

anaeróbio de fluxo ascendente (RAFA), reator biológico e clarificador. O LE utilizado 

estava acondicionado em pátio de secagem e suas características estão descritas na Tabela 

1. 

 

Tabela 1. Umidade, sólidos voláteis e cinzas do lodo de esgoto. 

Parâmetro Unidade Valor 

Umidade (65 ºC) g g-1 0,17 

Sólidos voláteis g g-1 0,45 

Cinzas g g-1 0,54 

 

O BCH foi produzido em forno tubular elétrico (Linn Elektro Therm) a 300 e 500 

°C (Figura 1), com taxa de aumento de temperatura igual a 11°C min-1 e tempo de 

residência de 30 min. Essa etapa do experimento foi realizada no Laboratório de 

Preservação da Qualidade da Madeira, situado na Fazenda Água Limpa da Universidade 

de Brasília. 
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Figura 1. LE in natura (A), forno tubular elétrico (B), BCH 300 (C) e BCH 500 (D). 

A caracterização físico-química do BCH é descrita na Tabela 2. As amostras de 

LE foram alocadas em um recipiente de metal adaptado ao espaço interno do forno que 

conta com um sistema de saída de gases e bio-óleo, e um mecanismo que evita o fluxo de 

oxigênio. O controle de temperatura durante a pirólise foi realizado com o uso de um 

termopar tipo K de penetração, modelo MTK-15, acoplado a um termômetro digital KT-

160A.  

 

 

 

 

 

 

 

A 

C D 

B 
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Tabela 2. Propriedades físico-químicas do biochar produzido sob diferentes temperaturas 

de pirólise. 

ASE: área superficial específica; VP: volume de poros; CE: condutividade elétrica; C: carbono total; N: 

nitrogênio total; H: hidrogênio; BC300: biochar a 300°C; BC500: biochar a 500°C. 

 

5.2. Experimento 1 - Avaliação in vitro do Biochar no crescimento de M. phaseolina 

O bioensaio foi desenvolvido no Departamento de Fitopatologia, localizado no 

Instituto de Ciências Biológicas – UnB. Inicialmente, foi realizado o preparo do meio de 

cultura a partir de BDA (Batata-Dextrose-Ágar) sintético. O meio de cultura foi 

formulado adotando-se 19,5 g de BDA sintético (50% da quantidade especificada pelo 

fabricante) em 1 litro de água destilada, sendo complementado com 20 g de Ágar. 

Os BCHs foram macerados em almofarizes e, posteriormente passados em peneira 

com malha de 500 micrômetros. Após tal procedimento, o BCH foi adicionado ao 

erlenmeyer contendo o preparo do meio de cultura ainda líquido, adotando-se uma 

concentração de 2 g de BCH em 100 mL de BDA, e a partir disso, autoclavados a 121 ºC 

por 30 minutos. Com o resfriamento do meio à 50 ºC, acrescentou-se o Rosa de Bengala 

e em seguida, verteu-se em placas de Petri (20 mL de meio de cultura / placa). 

A repicagem dos fungos foi realizada a partir de colônias com 39 dias, utilizando 

disco de 5 mm de diâmetro por placa, com objetivo de avaliar o crescimento micelial de 

dois isolados (424 e 428) de M. phaseolina. Os isolados foram selecionados ao final do 

ciclo de soja, na Estação Experimental da Fazenda Esmeralda, localizada no município 

de Ipameri, Goiás. O experimento contou com seis repetições, e foi desenvolvido em 

delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2 (três meios de cultura e 

dois isolados do patógeno). Dessa forma, foram estabelecidos seis tratamentos da 

interação de cada isolado de M. phaseolina com diferentes meios de cultura: BDA; BDA 

+ BCH 300 e BDA + BCH 500.  

Propriedades BC 300 BC 500 

ASE (m2 g-1) 20,17 52,470 

VP (ml g-1) 0,027 0,053 

pH 5,8 6,5 

CE (mS cm-1) 1,7 2,3 

C (%) 23,4 19,0 

N (%) 3,3 2,3 

H (%) 3,6 1,7 

C/N 7,0 8,1 

H/C 0,2 0,1 

Nitrato (mg kg-1) 17,513 5,838 

Amônio (mg kg-1) 431,975 169,288 
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As placas com os referidos tratamentos foram acondicionadas em incubadora 

Eletrolab (modelo EL202) à temperatura média de 30 ºC durante as 72 horas iniciais após 

repicagem dos fungos, sendo posteriormente alocadas em uma sala de armazenamento 

dentro do laboratório, em temperatura ambiente. As medições do diâmetro das colônias 

foram realizadas 72, 144 e 216 horas após montagem do experimento. 

Um novo teste envolvendo os isolados e tratamentos supracitados foi repetido, 

utilizando colônias com 63 dias para repicagem do fitopatógeno, entretanto, as placas 

com os ensaios foram alocadas apenas na sala de armazenamento dentro do laboratório, 

em temperatura ambiente. O experimento contou com quatro repetições e avaliações 

diárias do diâmetro das colônias após 72 horas da montagem do mesmo.  

 

5.3. Experimento 2 – Avaliação de patogenicidade dos isolados de M. phaseolina 

O teste de patogenicidade dos isolados de M. phaseolina foi realizado em 

cultivares de milho, soja, feijão e algodão. O ensaio foi conduzido na Estação 

Experimental de Biologia da UnB. O experimento avaliou os isolados 423, 424, 425, 426, 

427, 428, 429 e 430 de M. phaseolina quanto a patogenicidade dos mesmos a cultivares 

de milho, soja, feijão e algodão. Os isolados foram selecionados ao final do ciclo de soja, 

na Estação Experimental da Fazenda Esmeralda, localizada no município de Ipameri, 

Goiás. 

No estudo foram utilizadas sementes de milho convencional (cv. 30F53H); 

sementes de soja convencional (cv. P98C81); sementes de feijão (P. vulgaris, cv. BRS 

Estilo); e sementes de algodão (cv. DP1536B2RF). As cultivares escolhidas são 

amplamente utilizadas no centro-oeste, apresentando alto rendimento, contudo não há 

descrição de resistência à M. phaseolina. 

A inoculação das cultivares com os isolados do fungo M. phaseolina abordou dois 

diferentes métodos e períodos. A primeira inoculação realizada aos cinco dias anteriores 

à semeadura das cultivares, por meio da infestação do solo (50 microesclerócios/g de 

solo). Os microesclerócios foram obtidos de placas de Petri contendo os isolados 

crescidos em meio de cultura BDA, elaborando-se uma suspensão por meio da adição de 

água esterilizada e agitação do conteúdo. O segundo método de inoculação foi realizado 

via imersão de sementes em suspensão de microesclerócios (73 microesclerócios/mL), 

por 10 minutos. Posteriormente, semeadas em vasos, sendo o milho e o algodão 

conduzidos em vasos de 4 L e, a soja e o feijão em vasos de 2,5 L. Adotaram-se 5 sementes 

por vaso, em solo previamente autoclavado. 
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O experimento (Figura 2) foi realizado em delineamento em blocos casualizados, 

com quatro repetições, e avaliações que iniciaram no décimo dia após semeadura das 

cultivares, adotando-se um regime de observações de 48 em 48 horas. As avaliações das 

plantas constaram o número de sementes germinadas, número de plantas sobreviventes e, 

massa fresca e massa seca proveniente da planta (parte aérea + raiz). 

Figura 2. Primeiro dia após semeadura (A) e sexagésimo dia após semeadura (B).  

5.4. Experimento 3 - Reação de M. phaseolina a concentrações do Biochar 500 ºC 

O bioensaio foi desenvolvido no Departamento de Fitopatologia, localizado no 

Instituto de Ciências Biológicas – UnB. O meio de cultura de BDA foi formulado a uma 

concentração de 50%, ou seja, 19,5 g de BDA sintético em 1 L de água destilada e 

complementado com 20 g de Ágar, seguindo os mesmos padrões do experimento 1. 

O BCH (500 ºC) foi macerado em almofariz e, posteriormente passado em peneira 

com malha de 500 µm. Foram testadas diferentes concentrações do BCH, sendo o 

tratamento com 0 g de BCH / 100 mL de BDA definido como testemunha. As 

concentrações estudadas foram: 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 (g de BCH / 100 mL de BDA). 

Os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri (20 mL / placa). Cada tratamento 

possuía quatro repetições. Os isolados da M. phaseolina (424, 425 e 428) foram repicados 

com perfurador, com um disco (5mm) por placa. O experimento foi conduzido em 

delineamento inteiramente casualizado.  

As avaliações iniciaram 24 horas após a montagem do experimento, sendo 

realizadas medições diárias do crescimento micelial (mm), por um período de quatro dias.  

 

5.5. Experimento 4 – Pareamento de culturas (M. phaseolina x T. harzianum) 

O experimento foi desenvolvido no Departamento de Fitopatologia, localizado no 

Instituto de Ciências Biológicas – UnB. O meio de cultura de BDA foi formulado a uma 

A B 
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concentração de 50%, ou seja, 19,5 g de BDA sintético em 1 litro de água destilada e 

complementado com 20 g de Ágar, seguindo os mesmos padrões do experimento 1. 

O BCH (500 ºC) foi macerado em almofariz e, posteriormente passado em peneira 

com malha de 500 micrometros. Adotou-se a concentração de 0,5% para esse ensaio com 

base nos resultados do experimento 3, ou seja, por apresentar melhor resposta de inibição 

ao crescimento micelial dos isolados de M. phaseolina testados. 

O fungo T. harzianum (Tricodermil®) linhagem 1306 foi desenvolvido em meio 

de cultura e repicado para placas aonde foram realizados os pareamentos. Discos de 

micélio com 5 mm de diâmetro foram retirados das bordas das colônias de T. harzianum 

e de M. phaseolina, ambos com três dias de crescimento em BDA. 

Os tratamentos deste experimento foram: M. phaseolina em BDA (controle); T. 

harzianum em BDA (controle); M. phaseolina em BDA + BCH; T. harzianum em BDA 

+ BCH; M. phaseolina x T. harzianum em BDA; M. phaseolina x T. harzianum em BDA 

+ BCH. Foram avaliados os isolados 424, 425 e 428 de M. phaseolina. 

As avaliações iniciaram-se 24 horas após a montagem do experimento, sendo 

realizadas medições diárias do crescimento micelial, por um período de quatro dias. As 

medições foram executas com o uso de régua milimétrica. O experimento contou com 

seis repetições, em delineamento inteiramente casualizado (Figura 3). 

Figura 3. M. phaseolina x T. harzianum em BDA (A) e M. phaseolina x T. harzianum 

em BDA + BCH (B). 

Nesse ensaio foram avaliadas características de crescimento das colônias de 

acordo com a escala proposta por Bell et al. (1982), sendo: 1) o antagonista cresce por 

toda a placa de Petri; 2) o antagonista cresce sobre 2/3 da placa; 3) o antagonista e 

patógeno crescem até metade da placa; 4) o patógeno cresce sobre 2/3 da placa; e, 5) o 

A B 
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patógeno cresce por toda a placa de Petri. No experimento se avaliou o comportamento 

dos isolados 424, 425 e 428 de M. phaseolina a baixas concentrações de BCH (0% e 

0,5%), a capacidade de biocontrole que T. harzianum (1306), exerceu sobre o patógeno, 

e, o efeito do BCH sobre o microrganismo de controle biológico e seu efeito sinérgico.  

 

5.6. Experimento 5 – Uso do biochar em plantas de soja e feijão, cultivadas em vaso 

O estudo foi conduzido na Estação Experimental de Biologia da UnB, e foi 

avaliado o desenvolvimento de cultivares de soja e feijão sob condições de vaso em 

telado, a partir do uso de BCH de LE produzido a 500 ºC, e passado em peneira com 

malha de 8 mm (Figura 4). O experimento objetivou avaliar o controle de M. phaseolina 

em decorrência do uso do BCH e da associação BCH + T. harzianum quando aplicados 

ao solo, e os ganhos agronômicos associados a esses tratamentos. 

Figura 4. Montagem do experimento (A) e tratamentos com aplicação de BCH (B). 

Para o ensaio foram utilizadas sementes de soja convencional, cultivar P98C81; e 

sementes de feijão (P. vulgaris), cultivar BRS Estilo. A escolha das cultivares está de 

acordo com o que foi estabelecido no experimento 2. A semeadura das espécies vegetais 

ocorreu em vasos de 4 L com solo autoclavado, colocando-se 5 sementes por vaso. 

A inoculação do patógeno ocorreu seguindo o método descrito no experimento 2. 

A primeira inoculação sendo realizada cinco dias anteriores à semeadura das cultivares, 

por meio da infestação do solo (50 microesclerócios / g de solo). Já a segunda inoculação 

via imersão de sementes em suspensão de microesclerócios (73 microesclerócios / mL) e 

uma exposição das sementes ao patógeno por 60 minutos. Os tratamentos utilizados 

foram: 1) espécie vegetal (controle); 2) espécie vegetal (EV) + M. phaseolina; 3) EV + 

BCH; 4) EV + BCH + M. phaseolina; 5) EV + T. harzianum; 6) EV + T. harzianum + M. 

phaseolina; 7) EV + T. harzianum + BCH; 8) EV + T. harzianum + BCH + M. phaseolina. 

A B 
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Trichoderma harzianum foi aplicado ao solo em dois momentos, oito dias 

anteriores à semeadura das espécies vegetais e no momento do plantio, estabelecendo 

uma aplicação de 40 mL por vaso da suspensão de conídios de T. harzianum (1x106 

conídios mL-1) sendo utilizada água destilada-esterilizada para tal atividade. 

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com 4 

repetições. As avaliações iniciaram ao oitavo dia após semeadura das cultivares, 

adotando-se um regime de observações de 48 em 48 horas (Figura 5). As avaliações das 

plantas constaram o número de sementes germinadas (NSG), o número de plantas 

sobreviventes (NPS), número de vagens, massa fresca e massa seca por vaso.  

Figura 5. Vigésimo segundo dia após semeadura (A) e formação de flores e vagens em 

plantas de feijão (B). 

O NSG foi estabelecido 13 dias após semeadura para ambas espécies de plantas, 

caracterizado pelo número de plântulas emergentes por vaso. O NPS por vaso ao fim do 

experimento foi contabilizado no 90º dia após semeadura para a cultura do feijão e, 100º 

dia para a soja. Já, o número de vagens foi anotado juntamente com o número de plantas 

sobreviventes ao fim do experimento. Essa variável foi determinada por vaso, 

considerando vagens plenamente formadas por cultura estudada em diferentes 

tratamentos. As plantas de soja e feijão coletas do ensaio em casa de vegetação foram 

submetidas a avalição de massa fresca, considerando parte aérea e raiz. Posteriormente, 

tais plantas foram destinadas a secagem em estufa de circulação forçada, a 60 ºC, por 48 

horas. Após 48 horas, verificou-se que a massa (g) das plantas das duas espécies havia 

estabilizado, e consequentemente, foi realizada uma nova avaliação, representando a 

massa seca proveniente de parte aérea mais raiz. 
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5.7. Análise estatística 

 

As análises foram realizadas utilizando-se o programa IBM SPSS Statistics, 

versão 23.0 (IBM, 2015). Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA), 

com diferença significativa avaliada pelo Teste de Duncan (p<0,05). Os gráficos foram 

desenvolvidos através do programa SigmaPlot, versão 10.0 (SYSTAT SOFTWARE, 

2006). 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1. Experimento 1 

Os resultados obtidos avaliando o crescimento micelial de isolados de M. 

phaseolina (424 e 428), sob dois meios de cultura (sem biochar e, com biochar a 2%), 

evidenciaram que os fungos apresentavam maior velocidade de crescimento em 

comparação aos tratamentos em que meios com apenas BDA (Figura 6). 

Figura 6. Crescimento micelial in vitro dos isolados 424 e 428 de Macrophomina 

phaseolina na presença de biochars obtidos a 300 (300) e 500 °C (500). Letras iguais 

indicam ausência de diferença significativa (Teste de Duncan, p<0,05). 

 

A medição do crescimento micelial dos isolados de M. phaseolina apontou para 

resultados semelhantes em velocidade de crescimento do isolado 424 em comparação 

com o 428, quando os mesmos foram submetidos ao crescimento em meios de cultura 

iguais. Definindo o tipo de BCH como parâmetro de avaliação para cada isolado, ficou 
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evidenciado que BCHs produzidos a 300 ºC e 500 ºC na concentração de 2%, apesar de 

estimularem o crescimento da M. phaseolina, não apresentaram distinção entre si. 

You et al. (2011) observaram que o aumento de salinidade no meio de cultura 

BDA, proporcionado pela adição de NaCl + CaSO4 ou CaSO4, estimulou o 

desenvolvimento de dois isolados de M. phaseolina. Os autores também verificaram que 

o aumento da salinidade do solo estimula a infecção. Figueiredo et al. (2017) descreveram 

o processo de pirólise como responsável pela diminuição da condutividade elétrica (CE) 

observada em BCHs em comparação com o LE in natura. Entretanto, BCHs produzidos 

a 500 ºC apresentam valores superiores de CE em relação aos produzidos em menores 

temperaturas. O possível aumento na CE do meio de cultura BDA após adição de biochar 

de lodo de esgoto pode estar relacionado ao estímulo do crescimento micelial dos isolados 

424 e 428 de M. phaseolina observado no experimento. 

 

6.2. Experimento 2 

Os indicadores agronômicos avaliados como a germinação, sobrevivência de 

plântulas, massa fresca e massa seca, para as culturas do milho e do algodão, não foram 

afetados pela maioria dos isolados quando comparados as testemunhas (não inoculadas = 

0). Por isso, os resultados para essas culturas não foram apresentados no presente 

trabalho. Somente o isolado 428 de M. phaseolina reduziu a sobrevivência do feijão 

(Figura 7). Contrário ao que se esperava, alguns isolados (423, 426, 428, 429 e 430) 

promoveram maior porcentagem de germinação, comparados ao controle (p<0,05).  



24 

 

Figura 7. Porcentagem de sementes de feijão (Phaseolus vulgaris) germinadas e de 

plantas sobreviventes, inoculadas com isolados (423, 424, 425, 426, 427, 428, 429 e 430) 

de Macrophomina phaseolina. (0) = testemunha não inoculada. Letras iguais, minúsculas 

(germinação) e maiúsculas (sobrevivência), indicam ausência de diferença significativa 

[Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

Marcenaro e Valkonen (2016) avaliando a patogenicidade de isolados de fungos 

da cultura do feijão comum na Nicarágua, detectaram M. phaseolina em três das quatro 

localidades estudadas. Os testes realizados pelos autores com feijões de lima (Phaseolus 

lunatus) demonstraram que dos 14 isolados identificados, 10 foram patogênicos à cultura.  

À exceção dos isolados 424 e 428, os demais reduziram a massa fresca em plantas 

(Figura 8). Já, os isolados 425, 426 e 427 reduziram a massa seca em plantas. 
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Figura 8. Massa fresca (g) e massa seca (g) das plantas de feijão comum inoculadas com 

isolados de Macrophomina phaseolina. (0) = testemunha não inoculada. Letras iguais, 

maiúsculas (Massa fresca) e minúsculas (Massa seca), indicam ausência de diferença 

significativa [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

A inoculação de plantas de soja com os isolados 423, 425 e 429 de M. phaseolina 

foi responsável por reduzir a germinação em tais plantas, fato não ocorrente para os 

demais isolados (Figura 9). Utilizando a testemunha como parâmetro de comparação para 

porcentagem de sobrevivência de plantas de soja fica explícito que os isolados 424, 426, 

427, 428 e 430 são responsáveis pelas maiores reduções observadas no experimento. 

Khanzada et al. (2012) demonstraram que a inoculação de quiabo com M. 

phaseolina afetou o crescimento, a germinação e mortalidade em comparação com as 

plantas não inoculadas. Os resultados obtidos pelos autores ressaltam que o efeito 

deletério ocasionado pelo patógeno pode ser observado em diferentes métodos de 

inoculação (Na semente ou infestação do solo). Entretanto, a infestação do solo com 

microesclerócios resultou em menor germinação, aliada a uma maior mortalidade e menor 

crescimento de planta quando comparados com a inoculação via semente. 
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Figura 9. Porcentagem de sementes de soja (G. max) germinadas e de plantas 

sobreviventes quando inoculadas com isolados de Macrophomina phaseolina. (0) = 

testemunha não inoculada. Letras iguais, maiúsculas (Germinação) e minúsculas 

(Sobrevivência), indicam que não há diferença significativa [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

Os isolados 424 e 430 foram responsáveis pelas maiores reduções de plantas 

provenientes da germinação (Figura 9). Os isolados 425 e 429 não expressaram efeito de 

mortalidade em plantas quando avaliadas ao fim do experimento. Os isolados 423, 426 e 

430 ocasionaram redução de massa fresca em plantas de soja (Figura 10), contrário do 

que ocorre para os demais inóculos. Os mesmos isolados apresentaram menores valores 

de massa seca em relação a testemunha (sem inóculo), evidenciando o efeito deletério 

que tais fitopatógenos exercem sobre a desenvolvimento da cultura. 
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Figura 10. Massa fresca (g) e massa seca (g) das plantas de soja inoculadas com 

diferentes isolados de Macrophomina phaseolina. (0) = testemunha não inoculada. Letras 

iguais, maiúsculas (Massa fresca) e minúsculas (Massa seca), indicam ausência de 

diferença significativa [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

A inoculação de fava (Vicia faba) com M. phaseolina ocasionou atrofia da parte 

aérea e raiz em 22 e 18%, respectivamente, além de murcha progressiva, morte prematura, 

perda de vigor e podridão radicular (KUMARI et al., 2017). 

 

6.3. Experimento 3 

A mensuração do crescimento micelial do isolado 424 do fungo M. phaseolina 

estabeleceu que o menor crescimento do fitopatógeno ocorreu na concentração de 0% 

(testemunha) e 0,5% de biochar (Tabela 3). O bioensaio in vitro demonstrou que 

concentrações mais elevadas de biochar 500 ºC aplicadas ao meio de cultura para 

crescimento do fitopatógeno foram responsáveis pelo maior crescimento do mesmo. Ou 

seja, a exposição do isolado 424 de M. phaseolina a elevadas concentrações de biochar 

de LE produzido a 500 ºC tem se destacado por estimular o crescimento do fungo em 

condições in vitro quando comparado com menores concentrações.  
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O isolado 424 submetido ao crescimento em meio de cultura com biochar, na 

concentração 0,5%, não diferiu do observado na testemunha, ou seja, o contato com 

biochar de LE não estimulou o crescimento micelial do fungo. Copley et al. (2015) 

observaram que o biochar de casca de madeira produzido a 700 ºC, quando incorporado 

em diferentes concentrações (1, 3 e 5%) ao meio de cultura, aumenta significativamente 

a extensão linear e a taxa de crescimento de Rhizoctonia solani em comparação com meio 

de cultura sem adição de biochar, resultados obtidos 12 horas após montagem do 

experimento. Tais autores atribuíram o aumento da taxa de crescimento das hifas de R. 

solani e de mudanças em seu perfil metabólico a vários compostos orgânicos presentes 

no extrato de biochar de casca de madeira que poderiam ser metabolizados pelo 

fitopatógeno. 

 

Tabela 3. Crescimento micelial (cm) de Macrophomina phaseolina (424) em diferentes 

concentrações de biochar (500 ºC), em horas após montagem do experimento. 

[0] = testemunha; [0,5] = meio de cultura com 0,5% de biochar 500 ºC; [1,0] = meio de cultura com 1,0% 

de biochar 500 ºC; [2,0] = meio de cultura com 2,0% de biochar 500 ºC; [5,0] = meio de cultura com 5,0% 

de biochar 500 ºC; [10,0] = meio de cultura com 10,0% de biochar 500 ºC. Letras iguais indicam que não 

há diferença significativa na coluna [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

O crescimento dos isolados 425 e 428 de M. phaseolina avaliados neste 

experimento está apresentado nas tabelas 4 e 5, respectivamente. A avaliação de 

crescimento dos isolados 425 e 428 de M. phaseolina apontou para uma funcionalidade 

de controle direto do fitopatógeno desempenhado pelo biochar de LE produzido a 500 ºC, 

adotando-se como concentração ótima para tal finalidade a de 0,5%. Tal concentração 

promoveu uma inibição de crescimento micelial dos isolados, reduzindo sua velocidade 

de crescimento em meio de cultura, quando comparados com a testemunha.  

 

Biochar [%] 24 horas 48 horas 72 horas  96 horas  168 horas 

 [0] 0,65 a 1,83 b 3,13 d 3,36 e 5,92 c 

 [0,5] 0,50 b 1,28 c 2,68 e 3,14 e 6,17 c 

 [1,0] 0,65 a 2,53 a 5,70 b 7,00 b 8,50 a 

 [2,0] 0,50 b 2,29 a 4,03 c 4,55 d 7,08 b 

 [5,0] 0,55 b 2,47 a 4,35 c 5,46 c 8,50 a 

 [10,0] 0,50 b 2,34 a 6,83 a 8,50 a 8,50 a 
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Tabela 4. Crescimento micelial (cm) de Macrophomina phaseolina (425) em diferentes 

concentrações de biochar (500 ºC), em horas após montagem do experimento. 

[0] = testemunha; [0,5] = meio de cultura com 0,5% de biochar 500 ºC; [1,0] = meio de cultura com 1,0% 

de biochar 500 ºC; [2,0] = meio de cultura com 2,0% de biochar 500 ºC; [5,0] = meio de cultura com 5,0% 

de biochar 500 ºC; [10,0] = meio de cultura com 10,0% de biochar 500 ºC. Letras iguais indicam que não 

há diferença significativa na coluna [Teste de Duncan (p<0,05)].  

 

Jaiswal et al. (2017) observaram em ensaios in vitro que biochars produzidos a 

partir de madeira de eucalipto (600 ºC) e de restos de cultura de pimenta (350 ºC), quando 

adicionados em diferentes concentrações (0; 0,5; 1; e 3%) ao meio de cultura, não 

ocasionaram inibição ao crescimento micelial do fitopatógeno Fusarium oxysporum f. sp. 

radicis lycopersici em comparação com o controle não modificado (sem biochar), 

indicando que para o patossistema testado o efeito direto do biochar não pôde ser 

considerado como um mecanismo de supressão de doença. 

 

Tabela 5. Crescimento micelial (cm) de Macrophomina phaseolina (428) em diferentes 

concentrações de biochar 500 ºC, em horas após montagem do experimento. 

[0] = testemunha; [0,5] = meio de cultura com 0,5% de biochar 500 ºC; [1,0] = meio de cultura com 1,0% 

de biochar 500 ºC; [2,0] = meio de cultura com 2,0% de biochar 500 ºC; [5,0] = meio de cultura com 5,0% 

de biochar 500 ºC; [10,0] = meio de cultura com 10,0% de biochar 500 ºC. Letras iguais indicam que não 

há diferença significativa na coluna [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

Biochar [%] 24 horas 48 horas 72 horas  96 horas  168 horas 

 [0] 0,50 b 1,87 b 2,45 bc 3,32 c 6,50 b 

 [0,5] 0,50 b 0,90 c 1,55 c 1,95 c 4,25 c 

 [1,0] 0,67 a 2,12 ab 3,57 b 5,35 b 8,50 a 

 [2,0] 0,57 b 1,84 b 3,83 b 7,38 a 7,83 a 

 [5,0] 0,50 b 1,82 b 5,60 a 7,79 a 8,17 a 

 [10,0] 0,50 b 2,38 a 5,67 a 8,50 a 8,50 a 

Biochar [%] 24 horas 48 horas 72 horas  96 horas  168 horas 

[0] 0,50 a 0,97 a 1,43 b 1,52 b 4,75 c 

[0,5] 0,50 a 0,93 a 1,13 b 1,87 b 3,15 d 

[1,0] 0,50 a 0,93 a 1,43 b 1,62 b 3,17 d 

[2,0] 0,50 a 0,90 a 3,17 a 6,00 a 8,33 a 

[5,0] 0,50 a 0,90 a 1,58 b 2,30 b 6,22 b 

[10,0] 0,50 a 0,90 a 1,20 b 1,72 b 8,08 a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaiswal%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28287177
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Os três isolados de M. phaseolina avaliados neste bioensaio apresentaram 

respostas similares quando submetidos ao crescimento em meio de cultura com diferentes 

concentrações de biochar de LE. Foi demonstrado que baixas concentrações de biochar 

(0,5%) no meio de cultura promove uma inibição deste fitopatógeno, fato contrário ocorre 

quando se adotam elevadas concentrações, que geram um aumento de velocidade de 

crescimento micelial do fungo, ou seja, estimula seu desenvolvimento quando o mesmo 

é submetido a tais condições in vitro. 

 

6.4. Experimento 4 

A avaliação periódica do crescimento micelial do isolado 424, submetido aos 

tratamentos supracitados, ratificou a capacidade de controle direto promovida pelo 

biochar produzido a 500 ºC e utilizado em baixas concentrações no meio de cultura 

(Figura 11), demonstrando que o maior crescimento do fungo está associado ao 

tratamento que possui apenas o meio de cultura BDA.  

Figura 11. Pareamento de culturas [M. phaseolina (424) x T. harzianum (linhagem 

1306)] em meio de cultura sem biochar e com biochar [0,5%]. Avaliação da M. 

phaseolina em horas após montagem do experimento. (424 - isolado 424; BC - biochar 

500 ºC; TH - T. harzianum). Letras iguais indicam que não há diferença significativa para 

cada período [Teste Duncan (p<0,05)]. 
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A capacidade e a efetividade associadas ao uso do T. harzianum, linhagem 1306 

para controle do isolado 424 ficam evidenciadas a partir da quarta avaliação (96 e 168 

horas), que demonstrou uma paralisação do crescimento micelial do fungo M. phaseolina, 

o que não ocorre quando o mesmo não está em contato com tal microrganismo de controle 

biológico.  

Ramezani (2008) demonstrou a eficiência de biocontrole in vitro exercida por 

quatro diferentes espécies de Trichoderma sobre o fungo M. phaseolina, ocasionando 

uma inibição do crescimento do fitopatógeno. O experimento evidenciou o T. harzianum 

por proporcionar a maior atividade antagonista em relação aos demais agentes de 

biocontrole, o que favoreceu a uma zona de inibição de 18,20%. É citado no trabalho que 

o efeito inibitório gerado por esses fungos contra M. phaseolina é provavelmente devido 

a competição e/ou antibiose. 

O pareamento do T. harzianum, linhagem 1306, com o isolado 425 de M. 

phaseolina (Figura 12) resultou em evidente inibição do crescimento micelial do 

fitopatógeno. Nesse ensaio, observa-se a grande capacidade do T. harzianum como agente 

de controle biológico, sendo realçado que sua efetividade de controle independe do meio 

de cultura utilizado, ou seja, a utilização de biochar 500 ºC juntamente com BDA não 

interferiu em sua capacidade de controle.  



32 

 

Figura 12. Pareamento de culturas [M. phaseolina (425) x T. harzianum (linhagem 

1306)] em meio de cultura sem biochar e com biochar [0,5%]. Avaliação da M. 

phaseolina em horas após montagem do experimento. (425 - isolado 425; BC – biochar 

500 ºC; TH – T. harzianum). Letras iguais indicam que não há diferença significativa para 

cada período [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

Em um estudo mais recente, Mendoza et al. (2015) observaram que o mecanismo 

de controle biológico existente do Trichoderma sobre o fungo M. phaseolina se baseou 

em três atividades antagônicas: através da competição, da antibiose e por meio do 

hiperparasitismo. A competição caracterizou-se por ambas as espécies de Trichoderma 

interromperem o crescimento do fungo M. phaseolina no local de contato, formando uma 

barreira que evitou o desenvolvimento do fitopatógeno. E o hiperparasitismo revelou a 

formação de apressórios e enrolamento das hifas de Trichoderma em hifas 

fitopatogênicas de M. phaseolina. 

O pareamento do T. harzianum (linhagem 1306) com os isolados de 424, 425 e 

428 de M. phaseolina em meios de cultura BDA com e sem biochar demonstraram 

resultados semelhantes ao do trabalho desenvolvido por Mendonza et al. (2015), onde foi 

evidenciada uma barreira no local de contato dos microrganismos, interrompendo o 

desenvolvimento do fitopatógeno. Posteriormente, o T. harzianum ficou evidenciado por 
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colonizar as hifas dos diferentes isolados de M. phaseolina, como também, o restante da 

placa com meio de cultura. 

Os resultados obtidos a partir do bioensaio com o isolado 428 reafirmaram a 

capacidade do biochar 500 ºC em controlar o crescimento micelial do fitopatógeno, efeito 

semelhante ao que ocorreu com o isolado 424. A diferença verificada do isolado 428 

(Figura 8) com o 424 (Figura 6) foi um efeito mais tardio, realçado a partir de 72 horas 

após montagem do experimento.  

O pareamento do isolado 428 do fungo M. phaseolina com o T. harzianum, 

linhagem 1306 ratificou o efeito do agente de controle biológico sobre o fitopatógeno, 

mesmo resultado obtido com os isolados 424 e 425. A observação do experimento 

referente ao isolado 428 (Figura 13) demonstrou um efeito sinérgico entre o T. harzianum 

e a aplicação do biochar ao meio de cultura, promovendo redução do crescimento micelial 

do fungo M. phaseolina, tendo como referência as avaliações com 48, 72 e 96 horas após 

montagem do experimento.  

Figura 13. Pareamento de culturas [M. phaseolina (428) x T. harzianum (linhagem 

1306)] em meio de cultura sem biochar e com biochar [0,5%]. Avaliação da M. 

phaseolina em horas após montagem do experimento. (428 – isolado 428; BC – biochar 

500 ºC; TH – T. harzianum). Letras iguais indicam que não há diferença significativa para 

cada período [Teste de Duncan (p<0,05)]. 
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Khaledi e Taheri (2016) avaliando o controle in vitro de M. phaseolina por meio 

de onze isolados de Trichoderma (cinco isolados de T. harzianum e seis de T. viride) 

observaram a inibição do fitopatógeno a partir de todos os agentes de controle biológico 

utilizados no estudo. Dois isolados de T. harzianum se destacaram dos demais 

microrganismos por promover o maior controle do fungo M. phaseolina, apresentando 

inibição de 57,3 e 58,7%.  

Os resultados obtidos neste trabalho e associados à escala de Bell et al. (1982) 

demonstram que o antagonista cresce por toda a placa de Petri, consequentemente, ratifica 

a eficiência do T. harzianum (linhagem 1306) no controle de M. phaseolina, na presença 

ou não de BCH de lodo de esgoto (Figura 14). 

Figura 14. T. harzianum x M. phaseolina em meio de cultura com BCH (A) e T. 

harzianum x M. phaseolina em meio de cultura sem BCH (B). 

 

6.5. Experimento 5 

De maneira geral, observou-se o efeito deletério que o fungo M. phaseolina 

ocasionou nas culturas de soja e feijão por meio dos três isolados de fungo testados.  

A aplicação de biochar de LE ao solo, de T. harzianum ou da associação do 

biochar + T. harzianum não influenciaram na germinação de sementes de soja na ausência 

do fitopatógeno (Tabelas 6, 7, 8). Resultados semelhantes foram observados em 

sobrevivência de plantas, onde diferentes tratamentos não se diferiram. 

 

 

A B 
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Tabela 6. Porcentagem de sementes de soja germinadas e de plantas sobreviventes na 

presença de M. phaseolina (424), biochar e T. harzianum. 

TRATAMENTOS GERMINAÇÃO (%) SOBREVIVÊNCIA (%) 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 66,67 ab 66,67 ab 

P + BC 73,33 a 53,33 abc 

P + TH 73,33 a 66,67 ab 

P + BC + TH 80,00 a 80,00 a 

COM INÓCULO 

(424) 

TESTEMUNHA 40,00 bc 26,67 c 

P + BC 40,00 bc 40,00 bc 

P +TH 40,00 bc 33,33 bc 

P + BC + TH 33,33 c 33,33 bc 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 424 – Isolado 424 de 

Macrophomina phaseolina. Médias seguidas por letras iguais indicam que não há diferença estatística 

significativa na coluna [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

A inoculação da soja com o isolado 424 (Tabela 6) não diferiu da testemunha sem 

inóculo em germinação de sementes. O uso de biochar e T. harzianum não apresentou 

efeito no controle dos diferentes isolados de M. phaseolina avaliados no experimento, 

consequentemente, observa-se redução de germinação em tais plantas.  

A avaliação da sobrevivência das plantas de soja inoculadas com o isolado 424 

(Tabela 6) demonstrou que não houve diferença entre diferentes tratamentos. Com a 

testemunha (planta + isolado 424) obteve-se uma redução de 13,33% em relação à 

germinação. Entretanto, quando utilizado o T. harzianum essa diferença é reduzida para 

6,67%, e na utilização do biochar observa-se que não há morte de plantas com base na 

porcentagem de sementes germinadas. 

O isolado 425 proporcionou uma redução de 40% em germinação de sementes 

quando comparada com a testemunha sem inóculo (Tabela 7), valor também superior ao 

observado com o isolado 424 (redução de 26,67%). Os resultados de germinação obtidos 

a partir da aplicação de T. harzianum ao solo não apresentaram diferença significativa 

com a testemunha com inóculo, contudo elevaram a porcentagem de germinação de 

sementes de soja em 20%.  

A aplicação de biochar ao solo associado ao isolado 425 proporcionou um 

aumento de germinação de aproximadamente 33% em relação à testemunha inoculada, 

valor semelhante ao encontrado nos tratamentos sem o fitopatógeno. 
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Tabela 7. Porcentagem de sementes de soja germinadas e de plantas sobreviventes na 

presença de M. phaseolina (425), biochar e T. harzianum. 

TRATAMENTOS GERMINAÇÃO (%) SOBREVIVÊNCIA (%) 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 66,67 ab 66,67 ab 

P + BC 73,33 ab 53,33 abc 

P + TH 73,33 ab 66,67 ab 

P + BC + TH 80,00 a 80,00 a 

COM INÓCULO 

(425) 

TESTEMUNHA 26,67 c 26,67 c 

P + BC 60,00 ab 53,33 abc 

P +TH 46,67 bc 40,00 bc 

P + BC + TH 26,67 c 26,67 c 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 425 – Isolado 425 de 

Macrophomina phaseolina. Médias seguidas por letras iguais indicam que não há diferença significativa 

na coluna [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

A porcentagem de sobrevivência de plantas não diferiu em relação aos diferentes 

tratamentos utilizados para o controle do isolado 425 de M. phaseolina, ratificando que o 

uso de biochar, de T. harzianum ou da associação do biochar + T. harzianum não se 

mostrou eficaz para controle de tal fitopatógeno na cultura da soja, quando esta variável 

é evidenciada. 

A utilização de biochar ou de T. harzianum para controle do isolado 428 de M. 

phaseolina não apresentou efeito satisfatório em germinação quando comparados com as 

plantas sem inóculo (Tabela 8). As plantas de soja inoculadas com o isolado 428 

provenientes dos tratamentos com biochar ou T. harzianum não expressaram diferença 

significativa em germinação, entretanto a aplicação de biochar proporcionou um valor 

superior ao do agente de controle biológico. 

Diferentes tratamentos não influenciaram na sobrevivência das plantas de soja 

inoculadas com o isolado 428. Plantas inoculadas com tal fitopatógeno e em contato com 

o biochar apresentam uma redução de 13,33% em comparação com as não inoculadas, 

diferente do que ocorre quando se observa o tratamento com apenas T. harzianum, em 

que a diferença entre as plantas não inoculadas e as inoculadas é de 33,34%.  

A associação biochar + T. harzianum não apresentou efeito sinérgico na cultura 

da soja quando a mesma foi inoculada com diferentes isolados de M. phaseolina, 

resultado divergente ao que ocorre na ausência do fitopatógeno, que se destacou por 
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apresentar as melhores porcentagens de germinação e de plantas sobreviventes em 

comparação com os demais tratamentos. 

 

Tabela 8. Porcentagem de sementes de soja germinadas e de plantas sobreviventes na 

presença de M. phaseolina (428), biochar e T. harzianum. 

TRATAMENTOS GERMINAÇÃO (%) SOBREVIVÊNCIA (%) 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 66,67 ab 66,67 ab 

P + BC 73,33 a 53,33 bc 

P + TH 73,33 a 66,67 ab 

P + BC + TH 80,00 a 80,00 a 

COM INÓCULO 

(428) 

TESTEMUNHA 53,33 bc 53,33 bc 

P + BC 40,00 cd 40,00 c 

P +TH 33,33 d 33,33 cd 

P + BC + TH 13,33 e 13,33 d 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 428 – Isolado 428 de 

Macrophomina phaseolina. Médias seguidas por letras iguais indicam que não há diferença significativa 

na coluna [Teste de Duncan (p<0,05)]. 

 

O número de vagens de soja por vaso provenientes de diferentes tratamentos 

demonstrou um aumento substancial em comparação com a testemunha quando houve 

aplicação de biochar ao solo (Tabelas 9, 10 e 11). A aplicação do T. harzianum também 

se caracterizou por proporcionar um resultado satisfatório em comparação com a 

testemunha e, similar ao ocorrido com a aplicação do biochar. 

A aplicação de biochar ao solo em conjunto com T. harzianum, apesar de não 

possuir diferença significativa entre tratamentos com apenas biochar ou apenas T. 

harzianum, foi o responsável pelo melhor resultado em se tratando de número de vagens 

de soja por vaso. Esse resultado ratifica a possível capacidade sinérgica observada na 

associação biochar + T. harzianum na cultura da soja. 

O resultado da inoculação da soja com o isolado 424 de M. phaseolina (Tabela 9) 

expôs ao fato de que o fitopatógeno em contato com a planta proporcionou a não formação 

de vagens, resultado também ocorrido quando adotado apenas a aplicação de T. 

harzianum como medida de controle do fungo. Entretanto, a aplicação de biochar ao solo 

em plantas inoculadas promoveu uma formação de vagens semelhante ao observado em 

plantas não inoculadas com o fitopatógeno. 
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Haddad et al. (2017) observaram em um dos ensaios em casa de vegetação que a 

presença de isolados de Trichoderma spp. no substrato aumentou a germinação de 

sementes de soja na presença de Sclerotinia sclerotiorum. Determinados isolados de 

Trichoderma spp. também se destacaram por proporcionar aumento de massa seca de 

parte aérea em plantas de soja em contato com o fitopatógeno. 

 

Tabela 9. Número de vagens de soja por vaso, a partir de diferentes tratamentos, 

contabilizado 100 dias após semeadura. 

TRATAMENTOS NÚMERO DE VAGENS 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 1,00 cd 

P + BC 11,00 ab 

P + TH 9,00 ab 

P + BC + TH 12,33 a 

COM INÓCULO (424) 

TESTEMUNHA 0,00 d 

P + BC 7,00 abc 

P +TH 0,00 d 

P + BC + TH 4,67 bcd 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 424 – Isolado 424 de 

Macrophomina phaseolina. Letras iguais indicam que não há diferença significativa na coluna [Teste de 

Duncan (p<0,05)]. 

 

A inoculação da soja com o isolado 425 não influenciou na formação de vagens 

nas plantas do experimento quando comparada com a testemunha sem o fitopatógeno 

(Tabela 10). O uso do biochar proporcionou um aumento no número de vagens em plantas 

inoculadas com o fungo, valor superior ao observado quando utilizado o T. harzianum 

como agente de controle.  

O uso de biochars de milho produzidos por pirólise lenta (500 e 600 ºC) foi eficaz 

na redução da gravidade dos sintomas de podridão radicular ocasionada por Fusarium 

virguliforme na cultura da soja (ROGOVSKA et al., 2017). Os resultados obtidos pelos 

autores demonstraram que o uso de outros tipos de biochars (madeira, mistura de 

madeiras, palha de milho), apesar de não apresentar resultados tão eficientes no controle 

da síndrome da morte súbita da soja, não aumentou a severidade dos sintomas da doença. 
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Tabela 10. Número de vagens de soja por vaso, a partir de diferentes tratamentos, 

contabilizado 100 dias após semeadura. 

TRATAMENTOS NÚMERO DE VAGENS 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 1,00 c 

P + BC 11,00 a 

P + TH 9,00 abc 

P + BC + TH 12,33 a 

COM INÓCULO (425) 

TESTEMUNHA 4,67 bcd 

P + BC 9,67 ab 

P +TH 4,33 cd 

P + BC + TH 4,00 cd 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 425 – Isolado 425 de 

Macrophomina phaseolina. Letras iguais indicam que não há diferença significativa na coluna [Teste de 

Duncan (p<0,05)].  

 

As plantas inoculadas com o isolado 428 mantiveram a formação de vagens 

semelhantes ao observado na testemunha sem inoculação (Tabela 11). Com exceção das 

plantas inoculadas com o fitopatógeno na presença do biochar, onde verifica-se um 

aumento no número de vagens por vaso, alcançando valores semelhantes aos dos 

melhores resultados de plantas não inoculadas.  

 

Tabela 11. Número de vagens de soja por vaso, a partir de diferentes tratamentos, 

contabilizado 100 dias após semeadura. 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 428 – Isolado 428 de 

Macrophomina phaseolina. Letras iguais indicam que não há diferença significativa na coluna [Teste de 

Duncan (p<0,05)]. 

TRATAMENTOS NÚMERO DE VAGENS 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 1,00 b 

P + BC 11,00 a 

P + TH 9,00 a 

P + BC + TH 12,33 a 

COM INÓCULO (428) 

TESTEMUNHA 4,00 b 

P + BC 9,33 a 

P +TH 3,00 b 

P + BC + TH 3,00 b 
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Aplicação de biochar de lodo de esgoto ao solo aumentou a absorção de nutrientes 

em plantas de milho, como também, proporcionou melhorias na fertilidade do solo 

(FARIA et al., 2017). Os autores descreveram tais efeitos do uso do biochar como 

responsáveis pelo maior rendimento da cultura. 

Os tratamentos baseados no uso de biochar de lodo de esgoto, T. harzianum e da 

associação biochar + T. harzianum não diferiram estatisticamente em massa fresca e 

massa seca na ausência do fitopatógeno (Tabelas 12, 13 e 14), ou seja, resultados 

semelhantes foram observados em diferentes tratamentos quando plantas de soja não 

foram inoculadas com M. phaseolina. A aplicação de biochar ao solo, proveniente de 

diferentes matérias-primas (milho e madeira) e em diferentes concentrações (1, 2 e 3%), 

não afetou a biomassa de plantas de soja (parte aérea e raiz) desenvolvidas em casa de 

vegetação e avaliadas com 30 dias após plantio (EGAMBERDIEVA et al., 2016).  

Scheifele et al. (2017), no entanto, verificaram em seu experimento que a 

aplicação de biochar de milho ou de madeira em determinados tipos de solo aumentou a 

concentração e o conteúdo de nutrientes em plantas de soja em comparação com o 

respectivo controle sem biochar. Os autores observaram influência positiva entre 

aplicação de biochar e a formação de nódulos responsáveis pela fixação biológica de 

nitrogênio, como também, aumento de massa seca em plantas de soja conduzidas em 

determinados solos com aplicação de biochar de restos de cultura de milho. 

Os resultados obtidos de massa fresca em plantas de soja inoculadas com o isolado 

424 (Tabela 12) não diferiram dos encontrados na ausência do patógeno, com exceção da 

associação biochar + T. harzianum. Observa-se que diferentes tratamentos não 

influenciaram nos valores de massa seca em plantas de soja inoculadas com o patógeno, 

ou seja, o uso de biochar e/ou T. harzianum não se mostrou eficaz para controle do isolado 

424 de M. phaseolina em soja, quando avaliada a massa seca de tais plantas. 
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Tabela 12. Massa fresca e massa seca (g) de plantas de soja por vaso, quando submetidas 

a diferentes tratamentos. 

TRATAMENTOS MASSA FRESCA (g) MASSA SECA (g) 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 13,30 abc 3,90 ab 

P + BC 16,12 ab 4,34 ab 

P + TH 14,22 abc 4,95 a 

P + BC + TH 17,66 a 4,74 a 

COM INÓCULO 

(424) 

TESTEMUNHA 10,61 bcd 2,48 bc 

P + BC 8,34 cd 2,11 bc 

P +TH 9,29 bcd 2,39 bc 

P + BC + TH 3,87 d 1,86 c 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 424 – Isolado 424 de 

Macrophomina phaseolina. Letras iguais indicam que não há diferença significativa na coluna [Teste de 

Duncan (p<0,05)]. 

 

Os resultados obtidos a partir do isolado 425 (Tabela 13) demonstram que sua 

inoculação em plantas de soja não acarretou em perda de massa fresca e seca, onde os 

resultados obtidos por diferentes tratamentos, na ausência ou presença do patógeno, não 

expressaram diferença significativa. 

 

Tabela 13. Massa fresca e massa seca (g) de plantas de soja por vaso, quando submetidas 

a diferentes tratamentos. 

TRATAMENTOS MASSA FRESCA (g) MASSA SECA (g) 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 13,30 ab 3,90 ab 

P + BC 16,12 a 4,34 a 

P + TH 14,22 a 4,95 a 

P + BC + TH 17,66 a 4,74 a 

COM INÓCULO 

(425) 

TESTEMUNHA 11,72 ab 3,25 ab 

P + BC 9,58 ab 2,42 ab 

P +TH 8,00 ab 2,03 ab 

P + BC + TH 3,65 b 0,99 b 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 425 – Isolado 425 de 

Macrophomina phaseolina. Letras iguais indicam que não há diferença significativa na coluna [Teste de 

Duncan (p<0,05)].  
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Os resultados obtidos da inoculação da soja com o isolado 428 (Tabela 14) 

demonstram que a massa fresca de tais plantas não foi influenciada pelo contato com o 

fitopatógeno, independentemente dos distintos tratamentos em que foram submetidas. 

Diferença significativa em massa fresca somente é evidenciada quando tratamentos na 

presença do isolado 428 são comparados ao com a associação biochar + T. harzianum em 

plantas não inoculadas. Semelhante comportamento é observado em massa seca, 

demonstrando que valores inferiores são significativos quando tratamentos com o inóculo 

são comparados aos com o uso do T. harzianum e da associação biochar + T. harzianum 

na ausência do fitopatógeno. 

 

Tabela 14. Massa fresca e massa seca (g) de plantas de soja por vaso, quando submetidas 

a diferentes tratamentos. 

TRATAMENTOS MASSA FRESCA (g) MASSA SECA (g) 

SEM INÓCULO 

TESTEMUNHA 13,30 abc 3,90 ab 

P + BC 16,12 ab 4,34 ab 

P + TH 14,22 abc 4,95 a 

P + BC + TH 17,66 a 4,74 a 

COM INÓCULO 

(428) 

TESTEMUNHA 10,61 bcd 2,48 bc 

P + BC 8,34 cd 2,11 bc 

P +TH 9,29 bcd 2,25 bc 

P + BC + TH 3,87 d 0,95 c 

Legendas: P – Planta de soja; BC – Biochar 500 ºC; TH – Trichoderma harzianum; 428 – Isolado 428 de 

Macrophomina phaseolina. Letras iguais indicam que não há diferença significativa na coluna [Teste de 

Duncan (p<0,05)].  

 

Os resultados obtidos a partir da avalição de germinação do feijão comum, cultivar 

BRS Estilo, tendo como parâmetro a testemunha com e sem inóculo, demonstraram uma 

redução significativa no percentual de plantas geradas quando as mesmas foram 

inoculadas com diferentes isolados (424, 425 e 430) de M. phaseolina. 

Os resultados de germinação de sementes demonstraram não existir diferença no 

número de plântulas de feijão emergidas quando comparados diferentes tratamentos na 

ausência do fitopatógeno (Figura 15). Os tratamentos com T. harzianum, biochar ou a 

associação de ambos se mostraram eficazes para o controle do isolado 428, garantindo 
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um aumento significativo no percentual de germinação quando comparados com a 

testemunha inoculada.  

Figura 15. Porcentagem de sementes de feijão (P. vulgaris) germinadas quando 

submetidas a diferentes tratamentos, inoculadas ou não com três isolados de M. 

phaseolina. Para um dado isolado letras iguais indicam que não há diferença significativa 

[Teste de Duncan (p<0,05)]. (T – testemunha, BC – biochar, TH - T. harzianum). 

Pierre et al. (2016) descreveram que o tratamento de sementes de feijão com 

diferentes espécies de Trichoderma afetou a porcentagem e velocidade de germinação 

das mesmas. O uso de T. harzianum proporcionou um índice de 94,16% de emergência 

de plântulas de feijão, resultado superior ao 66,66% registrado pelo controle (sementes 

não inoculadas com o microrganismo). 

A aplicação individual de biochar ao solo para controle do isolado 424, em se 

tratando de sobrevivência (Figura 16), resultou em redução de 20% no percentual de 

plantas ao fim do experimento em comparação com o observado no seu início após a 

germinação. 

Os tratamentos que foram inoculados com o isolado 425 demonstraram que tanto 

a testemunha como os métodos de controle utilizados no bioensaio apresentaram uma 

redução de aproximadamente 6,70% na última avaliação em relação a porcentagem de 

plantas observada após a germinação. Esse resultado demonstrou que tanto o biochar 
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quanto o T. harzianum não apresentaram eficácia no controle desse determinado 

fitopatógeno. 

Os mecanismos de controle utilizados no experimento, em se tratando de 

sobrevivência de plantas, não apresentaram resultados satisfatórios para o isolado 428 de 

M. phaseolina, tendo o tratamento com T. harzianum se destacado por promover uma 

redução de 13,33% no percentual de plantas observado ao início do experimento (Figura 

16).  

Figura 16. Porcentagem de plantas de feijão (P. vulgaris) sobreviventes quando 

submetidas a diferentes tratamentos, inoculadas ou não com três isolados de M. 

phaseolina. Para um dado isolado letras iguais indicam que não há diferença significativa 

[Teste de Duncan (p<0,05)]. (T – testemunha, BC – biochar, TH - T. harzianum). 

 

O efeito benéfico da associação biochar + T. harzianum é amplamente expresso 

na avaliação que quantificou o número de vagens obtidas por vaso de plantas de feijão 

(Figura 17). Na ausência do patógeno, a aplicação de biochar ao solo em conjunto com 

T. harzianum elevou o número de vagens em relação a testemunha (p<0,05). A aplicação 

de T. harzianum ao solo em experimento de vaso promoveu um aumento de 6% no 

comprimento de parte aérea e de 24% no de raiz em plantas de fava (Vicia faba L.) 

inoculadas com M. phaseolina em relação ao controle (KUMARI et al., 2017). O uso de 

T. harzianum para controle de M. phaseolina proporcionou um acréscimo de 50 e 44% 
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nos resultados de massa fresca e massa seca de parte aérea, respectivamente, como 

também, de 40 e 46% nos valores observados para raiz. Tal agente de controle biológico 

foi descrito por aumentar o número de vagens por planta e de nódulos em raízes. 

Os tratamentos utilizados para controle do isolado 424 de M. phaseolina 

apresentaram resultados superiores ao observado com a testemunha inoculada, 

comprovando a eficácia dos tratamentos e como consequência, a maior produção de 

vagens. Para o isolado 425, os tratamentos não diferiram da testemunha inoculada, 

entretanto quando avaliado os resultados obtidos decorrentes da aplicação de biochar para 

controle do patógeno, a resposta em produção de vagens se assemelhou ao tratamento 

com T. harzianum sem inoculação. 

A produção de vagens de feijão oriundas do experimento com o isolado 428 

enfatizou o efeito sinérgico alcançado pela associação biochar + T. harzianum (Figura 

17). Essa combinação possibilitou maior produção de vagens do que o tratamento 

controle (p<0,05). Silva et al. (2017) observaram que a incorporação de diferentes tipos 

de biochars ao solo, produzidos a partir de casca de arroz (430 ºC), serragem (385 ºC) ou 

silagem de sorgo (385 ºC), melhorou as propriedades químicas do solo, como também, 

refletiu em um aumento de rendimento (maior massa seca) e acumulação de nutrientes 

nos grãos de plantas de feijão. 

Figura 17. Número de vagens de feijão (P. vulgaris) por vaso, a partir de diferentes 

tratamentos, sendo as plantas inoculadas ou não com três isolados de M. phaseolina. Para 

um dado isolado letras iguais indicam que não há diferença significativa [Teste de Duncan 

(p<0,05)]. (T – testemunha, BC – biochar, TH - T. harzianum). 
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A massa fresca e massa seca avaliadas nesse bioensaio ratificou os benefícios 

alcançados a partir da aplicação do biochar ao solo, como também, a importância que 

microrganismos benéficos como o T. harzianum exercem sobre o desenvolvimento de 

uma planta, no caso o feijão. A aplicação em conjunto de tais tratamentos promoveu um 

aumento de massa fresca em torno de três vezes ao alcançado pela testemunha na ausência 

do patógeno (Figura 18). 

Biochar de lodo de esgoto aplicado ao solo demonstrou efeito estimulante ao 

crescimento e produção de biomassa de plantas de feijão (IBRAHIM et al., 2017). O uso 

de biochar representou um aumento de 21% em biomassa de parte aérea e de 27% nos 

frutos. Os autores citam que este aumento em biomassa possa ser atribuído à melhora na 

fertilidade do solo proveniente da adição do biochar de lodo de esgoto. 

Figura 18. Massa fresca (g) de feijão (P. vulgaris) por vaso, a partir de diferentes 

tratamentos, sendo as plantas inoculadas ou não com três isolados de M. phaseolina. Para 

um dado isolado letras iguais indicam que não há diferença significativa [Teste de Duncan 

(p<0,05)]. (T – testemunha, BC – biochar, TH - T. harzianum). 

Na presença dos isolados (424, 425 e 428) de M. phaseolina, verificam-se que as 

respostas geradas pela planta em massa fresca são significativamente superiores à 

testemunha quando dois métodos de controle são utilizados, biochar e agente de controle 

biológico.  
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Graber et al. (2014) enfatizaram a possível influência do biochar no complexo 

sistema rizosférico, evidenciado pela interação com raiz/solo/patógeno em virtude de uma 

série de propriedades físicas e químicas, como: conteúdo de nutrientes, capacidade de 

retenção de água, atividade redox, capacidade de adsorção, pH e conteúdo de compostos 

tóxicos e hormonais. Os autores destacaram que essas propriedades do biochar podem 

afetar as diretrizes do triângulo da doença (ambiente, hospedeira e patógeno) de forma 

direta e/ou indireta (através da microbiota da rizosfera), e consequentemente, influenciar 

o desenvolvimento das plantas, como também, o progresso da doença. 

Os resultados de massa seca (Figura 19) seguem o mesmo comportamento que os 

de massa fresca, ratificando que a aplicação de biochar em conjunto com T. harzianum 

proporciona o maior efeito em aumento de massa quando tal tratamento é comparado a 

testemunha inoculada com diferentes isolados de M. phaseolina (p<0,05).  

Figura 19. Massa seca (g) de feijão (P. vulgaris) por vaso, a partir de diferentes 

tratamentos, sendo as plantas inoculadas ou não com três isolados de M. phaseolina. Para 

um dado isolado letras iguais indicam que não há diferença significativa [Teste de Duncan 

(p<0,05)]. (T – testemunha, BC – biochar, TH - T. harzianum). 
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O uso de biochar de lodo de esgoto em experimento de vaso refletiu em aumento 

do conteúdo de nutrientes do solo, com exceção do potássio (K), elevando os valores de 

indicadores de fertilidade representados pela soma de bases, capacidade efetiva de troca 

cátions, capacidade de troca cátions e saturação por bases (SOUSA e FIGUEIREDO, 

2016). Melhoria da fertilidade do solo resultou em aumento do desenvolvimento das 

plantas de rabanete, com efeito positivo em número de folhas, altura da planta e peso seco 

de parte aérea. 

A aplicação de biochar de madeira de eucalipto (600 ºC) ao solo resultou em uma 

diminuição de até 61% da murcha de fusário em tomateiro, como também, plantas 

conduzidas em solo sem biochar apresentaram sintomas de murcha um dia antes das 

conduzidas com biochar (JAISWAL et al., 2017).  Os autores destacaram que a aplicação 

de biochar ao solo estimulou a diversidade microbiana rizosférica relacionada aos gêneros 

conhecidos por promoção de crescimento de plantas, supressão de doenças, possíveis 

papéis ecológicos (decomposição de compostos orgânicos) e fixação biológica de 

nitrogênio.  

A inoculação com os três isolados de M. phaseolina causou danos à cultura do 

feijão, refletindo em baixa produção de massa fresca e seca pelas plantas. Entretanto, a 

associação biochar + T. harzianum, para controle dos isolados estudados nesse trabalho, 

revela maior efetividade contra o isolado 428 em comparação com os demais isolados, 

proporcionando maior diferença em massa (g) em relação à testemunha inoculada. 

O tratamento de sementes com determinado isolado de T. harzianum acarretou um 

aumento no crescimento de plantas de feijão, proporcionando maior área foliar, área de 

raiz e maior número de raízes secundárias (PEREIRA et al., 2014). Os autores 

descreveram que além da promoção de crescimento favorecida pelo T. harzianum, as 

plantas tratadas com tal agente de controle biológico apresentaram padrão de expressão 

para genes de resposta de defesa que codificaram quitinase, β-1-3-glucanase, lipoxigenase 

e peroxidase. 

Mudanças na estrutura de comunidades microbianas e microfauna do solo 

proporcionadas pela aplicação de materiais orgânicos são descritas como possíveis 

responsáveis pela supressão de fungos fitopatogênicos e redução da incidência de doença 

em plantas de ginseng (Panax ginseng) (EO et al., 2017). Os autores descrevem um 

aumento de nematoides fungívoros, como também, maior quantidade e atividade 

bacteriana no solo após adição de material orgânico, definindo bactérias como grupo 

candidato a supressores de patógenos fúngicos de podridão radicular. 
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7. CONCLUSÕES 

 

I. Biochar de lodo de esgoto, produzido a 500 ºC e utilizado em baixa concentração 

(0,5%), possui efeito direto no controle in vitro de diferentes isolados de M. phaseolina. 

II. Trichoderma harzianum (linhagem 1306) é eficiente no controle in vitro de M. 

phaseolina, em meio de cultura com ou sem biochar. 

III. M. phaseolina afeta negativamente a germinação e sobrevivência de plantas de soja 

e germinação, sobrevivência e número de vagens de plantas de feijão comum. 

IV. O isolado 428 de M. phaseolina reduziu todos os índices agronômicos (germinação, 

sobrevivência, número de vagens, massa fresca e seca) de plantas de feijão. 

V. O uso de BCH aumentou o número de vagens em plantas de soja, inoculadas ou não 

com M. phaseolina. 

VI. A associação T. harzianum + BCH de lodo de esgoto aumentou o número de vagens, 

massa fresca e massa seca de plantas de feijão, inoculadas ou não com M. phaseolina. 
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