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Desenvolvimento de Produto a Base de Biochar e Trichoderma spp. Provenientes e

Aplicados no Sistema de Producgéo de Uva

RESUMO GERAL

O crescimento populacional tem aumentado a demanda por alimentos gerando grandes
volumes de residuos agricolas e agroindustriais. O manejo sustentavel desses residuos
representa um desafio para a implementacéo de préaticas agricolas eficientes e sustentaveis.
Neste sentido, o reaproveitamento de residuos, especialmente na forma de biochar, produto
rico em carbono, pode beneficiar as propriedades do solo e reduzir impactos ambientais.
Embora o biochar se destaque pela versatilidade em sistemas agricolas e ambientais, a
interagdo com microrganismos do solo, especialmente com o género Trichoderma, ainda
precisa ser melhor compreendida. Espécies de Trichoderma sdo amplamente reconhecidos
pela eficiéncia no controle bioldgico de fitopatdgenos e pelo papel como promotores do
crescimento vegetal. No entanto, estudos que abordem a interacdo do biochar e do
Trichoderma sdo escassos, necessitando de maiores investigaces para compreender 0s
impactos na microbiota edafica. Para preencher essa lacuna, este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos do biochar produzido a partir do engago da uva e residuos da fermentacéao
da uva, aplicado em conjunto com Trichoderma aureoviride URM 5158 e Trichoderma
hamatum URM 6656 em solos cultivados com videiras. Os experimentos foram conduzidos
no campo em blocos ao acaso com nove tratamentos e trés repeticdes. Foram avaliados
atributos quimicos e microbiol6gicos dos solos e a produtividade das videiras. Os
resultados demonstraram que a aplicacao de biochar e Trichoderma em solo cultivado com
uvas Cabernet Sauvignon, promoveram alteragdes na estrutura e na diversidade das
comunidades microbianas. Curiosamente, as variaveis quimicas do solo, como pH, Na* e
K*, atribuidas a entradas de biochar no solo, desempenharam um papel modulador na
estrutura das comunidades microbianas, favorecendo determinados grupos em detrimento
de outros. A nivel de filo, as comunidades fangicas foram predominantemente compostas
por Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e Glomeromycota, filos essenciais na
decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes. Por outro lado, ao avaliar os
efeitos da aplicacdo de biochar e Trichoderma em videiras da variedade Malbec, sobre 0s
atributos quimicos e enziméaticos do solo, nossos resultados revelaram que ambos 0s
tratamentos promoveram alteracdes significativas nas propriedades do solo. Os maiores
incrementos foram observados com a co-aplicacdo do biochar da fermentacdo da uva
(GFB) e T. hamatum (GFB+Th), resultando em aumentos expressivos de 569,23% no
carbono da biomassa microbiana (MBC), no carbono organico total (TOC) 60,73% e no
teor de potéssio (K) 86,70%. Além disso, a aplicacdo isolada do biochar GFB elevou a
atividade da fosfatase acida em 38,76%, enquanto sua co-aplicagdo com T. hamatum
aumentou a atividade da B-glicosidase em 56,46%. Esses achados sdo relevantes para a
viticultura, pois indicam que o uso combinado de biochar e Trichoderma pode se apresentar
como estratégia eficaz para melhorar a salde do solo, promovendo o equilibrio
microbioldgico e a disponibilidade de nutrientes.

Palavras-chave: Microbioma do solo. Enzimas do solo. Qualidade do solo. Vitis vinifera.



Product Development Based on Biochar and Trichoderma spp. Sourced from and

Applied in the Grape Production System

GENERAL ABSTRACT

Population growth has increased the demand for food, leading to the generation of large
volumes of agricultural and agro-industrial residues. The sustainable management of these
residues poses a challenge to the implementation of efficient and sustainable agricultural
practices. In this context, the reuse of residues particularly in the form of biochar, a carbon-
rich product can enhance soil properties and reduce environmental impacts. Although
biochar stands out for its versatility in agricultural and environmental systems, its
interaction with soil microorganisms, especially those belonging to the Trichoderma genus,
still needs to be better understood. Trichoderma species are widely recognized for their
efficiency in the biological control of phytopathogens and their role as plant growth
promoters. However, studies addressing the interaction between biochar and Trichoderma
remain scarce, requiring further investigation to understand their impacts on soil
microbiota. To fill this gap, the present study aimed to evaluate the effects of biochar
produced from grape stalks and fermentation residues, applied in combination with
Trichoderma aureoviride URM 5158 and Trichoderma hamatum URM 6656, in soils
cultivated with grapevines. Field experiments were conducted using a randomized block
design with nine treatments and three replicates. Chemical and microbiological soil
attributes and grapevine productivity were evaluated. The results showed that the
application of biochar and Trichoderma in soil cultivated with Cabernet Sauvignon grapes
led to changes in the structure and diversity of microbial communities. Interestingly, soil
chemical variables such as pH, Na*, and K* attributed to the biochar input played a
modulatory role in the structure of microbial communities, favoring certain groups over
others. At the phylum level, fungal communities were predominantly composed of
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, and Glomeromycota key phyla in organic
matter decomposition and nutrient cycling. On the other hand, when evaluating the effects
of biochar and Trichoderma application on Malbec grapevines with regard to soil chemical
and enzymatic attributes, our results revealed that both treatments significantly altered soil
properties. The greatest increases were observed with the co-application of grape
fermentation biochar (GFB) and T. hamatum (GFB+Th), resulting in expressive increases
of 569.23% in microbial biomass carbon (MBC), 60.73% in total organic carbon (TOC),
and 86.70% in potassium (K) content. Additionally, the isolated application of GFB biochar
increased acid phosphatase activity by 38.76%, while its co-application with T. hamatum
enhanced B-glucosidase activity by 56.46%. These findings are relevant to viticulture, as
they indicate that the combined use of biochar and Trichoderma may serve as an effective
strategy for improving soil health by promoting microbiological balance and increasing
nutrient availability.

Keywords: Soil Microbiome. Soil Enzymes. Soil Quality. Vitis vinifera.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, o biochar, resultante da pirdlise de diferentes tipos de biomassas,
tem despertado consideravel interesse, devido ao seu potencial na mitigacdo dos efeitos das
mudancas climaticas, contribuindo para o sequestro de carbono e reducdo de emissdes de
gases de efeito estufa. Além disso, a aplicacdo no solo é amplamente reconhecida por
melhorar propriedades importantes, como ajuste do pH, aumento da capacidade de retencéo
de &gua, melhorias na agregacgéo do solo e aumento da capacidade de troca de cations. Esses
efeitos contribuem para a fertilidade do solo, estimulando a atividade microbiana e criam
ambientes favoraveis ao crescimento das plantas. Embora os efeitos positivos do biochar
no solo sejam amplamente reconhecidos, o impacto no solo pode variar conforme o tipo de
biomassa e suas propriedades fisico-quimicas. Essas varia¢Oes influenciam diretamente a
microbiota edéafica, resultando em alteracGes tanto na composicao, quanto na atividade
funcional microbiana.

Os microrganismos do solo desempenham fungdes essenciais nos ecossistemas,
atuando na decomposi¢do da matéria orgénica e na ciclagem de nutrientes, processos que
dependem diretamente da disponibilidade de carbono. A incorporacdo de biochar no solo
pode contribuir como fonte de carbono para os microrganismos, facilitando seu
metabolismo e promovendo o estabelecimento da microbiota no solo. Além disso, sua
estrutura altamente porosa cria micro-habitats que oferecem abrigo e protegdo. As
interacdes entre biochar e microrganismos beneficos, como Trichoderma spp., tém sido
exploradas com o objetivo de maximizar seu potencial na melhoria da qualidade do solo.
No entanto, a interacdo especifica entre biochar e espécies de Trichoderma Pers. ainda é
pouco compreendida, exigindo maior investigacao.

Espécies de Trichoderma sdo amplamente distribuidas no solo como saprobio, no
entanto, apresentam alta capacidade de colonizar diversos substratos e interagir
positivamente com a rizosfera e até mesmo manter associa¢fes endofiticas com plantas.
Apresentando alta diversidade genética e funcional, esses fungos sdo reconhecidos por seu
papel como agente de biocontrole de fitopatdgenos, apresentando mecanismos de agédo
como antibiose, competicdo e micoparasitismo. Além desses efeitos, varias espécies estao

envolvidas na promocao de crescimento de plantas, através da producdo de metabdlitos
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bioativos, compostos organicos volateis e hormdnios que estimulam o crescimento
radicular, além de atuar na solubilizacdo de nutrientes, aumentando sua disponibilidade
para as plantas. Ademais, esses fungos desempenham papel importante na ativacdo de
mecanismos de resisténcia induzida nas plantas, aumentando a capacidade de defesa contra
fitopatdgenos e estresses ambientais. Os efeitos do Trichoderma sobre as culturas
evidenciam seu potencial como bioinsumo agricola, tornando-se uma alternativa ao uso de
produtos comerciais e destacando-se como aliado essencial para o aumento da
produtividade das culturas.

A cultura da uva (Vitis vinifera) desempenha um papel importante no cenéario
econdmico e social, destacando-se entre as culturas irrigadas com maior potencial de
crescimento e valorizagdo no mercado. Com ampla adaptabilidade, a videira é capaz de se
desenvolver em ampla variedade de solos e condi¢cdes climaticas. No entanto, a
produtividade pode ser afetada por diversos fatores abioticos, incluindo variacdes
climéticas, déficit hidrico, baixos teores de matéria organica e limitacdes na fertilidade do
solo. Para enfrentar esses desafios e promover a sustentabilidade da viticultura, uma
estratégia promissora € a valorizacdo de residuos agroindustriais como matéria prima para
producdo de biochar. A incorporagdo desses insumos podem contribuir para o aumento de
carbono disponivel no solo, melhorando as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, e
reduzindo os impactos ambientais causadas pelo uso excessivo de insumos sintéticos,
favorecendo uma producao eficiente e sustentavel.

Nesse contexto, a combinagdo de biochar e Trichoderma pode representar uma
alternativa eficiente para as demandas por sistemas agricolas ecoldgicos, eficientes e
economicamente viaveis, especialmente na viticultura, no estado de Pernambuco,
considerado um dos principais polos de producdo e exportacdo do Brasil. Além de
contribuir para a destinagdo sustentavel de residuos que, de outra forma, seriam passivos
ambientais, agregando valor a esses materiais. Essa abordagem esté alinhada aos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), destacando-se por contribuir para a seguranca
alimentar e na promocéo da agricultura sustentavel (ODS 2), o0 acesso a agua potavel e ao
saneamento a todos (ODS 6), oferta de energia acessivel e limpa (ODS 7), consumo e
producdo responsaveis (ODS 12), acdo contra as mudancas climaticas (ODS 13) e a
protecdo da vida terrestre (ODS 15). Assim, a aplicacdo de produtos a base de biochar e
Trichoderma tornam-se fundamentais para impulsionar praticas agricolas mais
regenerativas, inovadoras e comprometidas com a sustentabilidade ambiental, econdmica

e social.
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1.1 Hipdteses

1. Associacdo de biochar com o fungo Trichoderma spp. melhoram a diversidade e
atividade microbiana de arenosos e a producao de uva;

2. O uso do biochar e Trichoderma influenciam a diversidade e composicdo de
comunidades microbianas no solo;

3. Biochar e Trichoderma melhoram a disponibilidade de nutrientes para as plantas;

4. Biochars provenientes de residuos da producgdo de uva possuem caracteristicas que

melhora a qualidade dos solos cultivados com uva.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da aplicacdo do biochar produzido a partir do engago da uva e
residuos da fermentacdo da uva, aplicado em conjunto com Trichoderma aureoviride URM

5158 e Trichoderma hamatum URM 6656 em solo cultivado com videiras.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar fungos do género Trichoderma com potencial bioinoculante;

e Produzir dois tipos de biochar e realizar a caracterizagdo quimica;

e Avaliar a viabilidade de crescimento dos Trichoderma nos diferentes tipos de biochars;

e Realizar experimento em campo com solo cultivado com uva tratado com 0s
bioinsumos produzidos a base de biochar e Trichoderma spp;

e Avaliar o micobioma do solo cultivado com uva e tratado com diferentes biochars e
Trichoderma, por meio da amplificagédo do gene 18S rRNA;

e Verificar os impactos sobre os microrganismos do solo através da determinagdo de

atributos quimicos e atividades enzimaticas.
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2. CAPITULO I: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biochar e suas contribuigdes para mitigar os impactos ambientais

O aumento das atividades agricolas, devido a crescente demanda por producdo de
alimentos, tém resultado em uma geracdo expressiva de residuos ao longo dos anos. Em
2022, o Brasil produziu cerca de 34,91 milhGes de toneladas de residuos organicos,
consolidando essa categoria como uma das principais no panorama de residuos solidos do
pais (ABREMA, 2023). O manejo adequado desses residuos, originados de restos de
colheitas e subprodutos industriais, representa um grande desafio para a implementacéo de
praticas agricolas eficientes e sustentaveis. Por outro lado, esses residuos possuem um
grande potencial de reaproveitamento, podendo ser convertidos em insumos agricolas e
produtos de alto valor agregado, como o biochar, que oferece beneficios tanto para o solo
quanto para a mitigacdo de impactos ambientais (MEDEIROS et al., 2020; IDBELLA et
al., 2024).

O biochar é um produto rico em carbono, resultante do processo da pirolise de
residuos organicos, submetidos a baixas concentragdes ou auséncia de oxigénio (SUN et
al., 2021). A composicéo e estrutura sao altamente heterogéneas, pois variam de acordo
com a biomassa utilizada e as condi¢bes do processo de pirolise, resultando em produtos
com diferentes propriedades fisico-quimicas. No entanto, algumas propriedades sdo
comuns a todos os biochars, incluindo a alta area superficial especifica (RUAN et al.,
2025), o elevado teor de carbono e o alto grau de estruturas aromaticas, caracteristicas que
explicam a notavel recalcitrancia, as quais sdo fundamentais para a estabilidade quimica
dos biochars (TRAZZI et al., 2018). Outras caracteristicas, comuns dos biochars séo,
coloracgdo escura e o pH alcalino, diferentes destas, a quantidade e a disponibilidade de
nutrientes podem variar conforme a composicéo da biomassa e as condi¢des especificas da
pirdlise.

A biomassa ¢ um fator determinante na estruturacdo morfologica do biochar,
influenciando diretamente a porosidade. Durante o processo de pir6lise, ocorrem
modificagdes estruturais que resultam na formacgdo de microporos (<2 nm), mesoporos (2-
50 nm) e macroporos (>50 nm) (CARDOSO JUNIOR et al., 2022). Essa complexa rede
porosa confere ao biochar elevada area superficial e capacidade de retencdo de agua e
nutrientes. Os macroporos preservados da estrutura original da biomassa, também

desempenham papel essencial na conducdo de solucdes e na interacdo do biochar com o
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solo (ARAYEDH et al., 2025), contribuindo para melhorias na aeracdo e no
armazenamento de agua no solo. Além disso, o aumento da porosidade e da area de
superficie durante o processo de pirélise, aliado a capacidade de adsorver tanto solutos
organicos gquanto inorganicos, torna o biochar uma alternativa eficaz na remediacao de
solos e aguas contaminados por esses solutos (LU et al., 2020; CHEN et al., 2022).

O biochar tem se destacado como estratégia eficiente na mitigacdo das emissdes de
gases de efeito estufa (GEE), atuando como sumidouro de carbono. A aplicacdo de biochar
no solo pode reduzir significativamente a liberacdo de gases como didxido de carbono
(CO2) e oxido nitroso (N20), contribuindo para a sustentabilidade ambiental (NAZIM et
al., 2025). Estima-se que, até o ano de 2030, o biochar possa sequestrar aproximadamente
1 bilh&o de toneladas de carbono anualmente (LI et al., 2023). Estudos revelam que, a
aplicacdo de 1 tonelada de biochar pode sequestrar 2,0 a 2,6 toneladas de CO, do ambiente
(YANG et al., 2020; GINEBRA et al., 2022), uma vez que, a incorporacdo de biochar no
solo reduz a emissdao de CO, atmosférico armazenado no solo, compensando as emissdes
de combustiveis fosseis (COWIE et al., 2024).

Pesquisas recentes revelaram que a assimilacdo de biochar nos solos diminuiu as
emissdes de GEE no milho (YANG et al., 2020), arroz, trigo (HE et al., 2024), sorgo
(GINEBRA et al., 2022) e cevada (DUAN et al., 2020), no entanto, a redugéo das taxas de
emissao desses gases dependem da biomassa utilizada na producéo do biochar, das doses

de aplicacao e temperatura de pirolise.

2.2 Efeitos do biochar nas propriedades quimicas e fisicas do solo

O biochar tem emergido como alternativa sustentavel, de baixo custo e bastante
eficaz na melhoria das propriedades quimicas do solo. Além de atuar como fonte de
carbono e nutrientes, sua aplicagdo contribui para o aumento do pH do solo (SILVA et al.,
2022; BISWASH et al., 2024). Essa alteracdo do pH do solo é decorrente da natureza
alcalina da maioria dos biochars, cuja superficie reativa sofre protonacéo, resultando no
acumulo de cargas positivas. Esse processo intensifica a capacidade de troca anionica,
aumentando a retencdo e a disponibilizagdo de nutrientes essenciais para as plantas,
favorecendo, assim, a melhoria da fertilidade do solo (DOMINGUES et al., 2020; YUAN
etal., 2023; ADHIKARI et al.,2024).

A incorporacao do biochar no solo exerce um impacto significativo na capacidade
de troca de céations (CTC), uma propriedade essencial dos constituintes minerais e

organicos do solo. Grande parte dos biochars possui uma capacidade de troca de cations
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(CTC) relativamente elevada, resultado de sua carga superficial negativa e afinidade com
os cations do solo (GONDEK et al., 2019; TAN et al., 2020). Esse efeito é particularmente
acentuado em biochars produzidos em baixas temperaturas, que apresentam diversos
grupos funcionais, como lactonas e carboxilas, capazes de interagir de forma eficiente com
os cations do solo (PEIRIS et al., 2021). Além disso, o biochar funciona como uma fonte
de macro e micronutrientes, gracas ao seu alto valor nutricional. No entanto, 0s niveis
desses nutrientes dependem das condi¢des do processo de pirolise, uma vez que parte dos
elementos presentes na biomassa pode ser perdida durante a queima (LI et al. 2023; ZOU
et al.,2023). A temperatura da pirolise desempenha um papel importante na formacéo e
distribuicéo dos poros no biochar, influenciando diretamente sua capacidade de retengéo
de agua no solo, especialmente em solos arenosos (SANCHEZ-REINOSO et al., 2020),
Além disso, a temperatura é um dos fatores mais importantes na producdo do biochar, pois
determina a maioria de suas propriedades fisico-quimicas, que, por sua vez, impactam
diretamente os atributos do solo.

O biochar exerce uma funcdo importante na melhoria dos atributos fisicos do solo,
promovendo alteracfes que impactam positivamente sua dinamica e funcionalidade. A
retencdo de &gua, uma propriedade essencial do solo, esta diretamente relacionada a
conectividade e distribui¢do dos poros, os quais sdo modulados pela textura, estrutura e teor
de matéria organica. A incorporacdo do biochar ao solo contribui para 0 aumento da
porosidade (LI et al.,2020), melhora a aeracdo (FOULADIDORHANI et al., 2023), reduz
a densidade e aumenta a estabilidade dos agregados (PANG et al., 2023), contribuindo para
o fortalecimento da coesdo interna dos agregados. Além de aumentar a condutividade
hidraulica e as taxas de infiltracdo de agua, melhorando a eficiéncia do manejo hidrico do
solo (IRFAN et al., 2017).

As melhorias na estrutura e na dindmica do solo promovidas pela aplicagdo do
biochar tem um impacto direto no desenvolvimento das plantas, especialmente no
crescimento radicular. O biochar contribui para o aumento da disponibilidade de agua e
oxigénio no solo favorecendo a expansao do sistema radicular, permitindo uma exploracéo
mais eficiente do solo e maior absor¢do de nutrientes, resultando em plantas com
crescimento mais vigoroso e uma maior resiliéncia a condi¢des adversas (CARDOSO
JUNIOR et al., 2022). Dessa forma, torna-se evidente que as interagdes do biochar com o
solo influenciam diretamente os processos hidrolégicos, 0s quais sdo essenciais para a

manutencdo da funcionalidade do ecossistema edafico. No entanto, é necessario aprofundar
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a compreensdo dos mecanismos e da magnitude dessas influéncias, visando otimizar sua

aplicacdo e potencializar os beneficios para o solo.

2.3 Impacto do biochar na comunidade microbiana do solo

As comunidades microbianas do solo apresentam uma grande diversidade,
abrigando dezenas de milhares de espécies bacterianas e milhares de espécies flngicas em
apenas um grama de solo. Essa diversidade microbiologica desempenha um papel
fundamental nos processos ecoldgicos, e na promocado dos Servigos ecossistémicos
(MOULIN-ROUYARD et al., 2024), os quais tem impacto direto na qualidade dos solos.
No entanto, as atividades dos microrganismos sdo altamente sensiveis as mudancas
ambientais (YANG et al., 2023), que podem ser alteradas pela aplica¢ao de biochar no solo,
entretanto, o impacto do biochar no microbioma do solo varia conforme o tipo de solo (YU
et al., 2018), a taxa de aplicacdo (ZHAO et al., 2024) e o tamanho das particulas (CHEN et
al., 2017).

Por apresentar estruturas porosas, 0 biochar fornece excelentes abrigos com
condicdes ideais que permitem maiores taxas de sobrevivéncia para 0s microrganismos
(ZHANG et al., 2022), contra seus predadores. Além disso, a alta porosidade do biochar
melhora a aeracdo do solo, criando condicGes favoraveis para o crescimento de
microrganismos aerébicos favorecendo a decomposicdo da materia orgénica no solo. A
aplicacao do biochar também melhora a integracédo e proliferacdo microbiana no solo e na
rizosfera das plantas (AZEEM et al., 2021). Estudos recentes, revelam que a aplicagédo de
biochar ao solo aumenta tanto a diversidade quanto a atividade microbiana (HARDY;
KNIGHT, 2021; ZHAO et al., 2022; ZHAO et al., 2024; BAI et al., 2025), e influenciam
na composicdo das comunidades (LAN et al., 2024). No entanto, as respostas das
comunidades microbianas as aplica¢cdes de biochar no solo sdo bastante varidveis a curto
prazo (XU et al., 2021; BRTNICKY et al., 2021).

O biochar tem sido estudado como um potencial aliado no controle de fitopatégenos
de solo, devido as suas propriedades fisicas-quimicas e seus efeitos indiretos ha microbiota
do solo. Seu impacto na redugdo de doengas de plantas ocorre por diversos mecanismos,
que incluem desde interaces microbianas complexas como inducdo de resisténcia
sistémica, sorcdo de compostos alelopaticos e fitotdxicos que inibem o crescimento de
diversos patdgenos, até alteracbes na disponibilidade de nutrientes (MEDEIROS et al.,
2021). Diversos estudos tém evidenciado o potencial do biochar na supressao de doencas

em plantas, incluindo a reducdo da incidéncia de Fusarium oxysporum em pimenteiras
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(ZHU etal., 2021) e de Fusarium solani em cultivos de mandioca (SILVA et al., 2022).No
entanto, essas respostas ao controle desses fitopatdgenos podem variar de acordo com as
doses de aplicacao e tipo de biomassa utilizada para produgdo do biochar.

Algumas pesquisas indicam que, dependendo do tipo de biomassa utilizada na
producdo do biochar, esses efeitos podem ter impactos negativos sobre a comunidade
microbiana do solo. Gongo et al. (2023), ao avaliar os efeitos do biochar derivado da palha
de trigo no metabolismo microbiano na rizosfera de plantas de trigo, observaram uma
reducdo na expressdo de genes relacionados aos ciclos de carbono, nitrogénio, fosforo e
potassio. Por outro lado, Andrés et al. (2019), ao analisar as alteracbes na microbiota
resultantes da adicdo de biochar de milho em solos de vinhedos, constataram um efeito
negativo, com redugdo do carbono da biomassa microbiana do solo. Esses efeitos podem
ser influenciados por fatores como a duracdo e a dose de aplicagdo, tipo de biomassa
utilizada na producéo do biochar e o tempo de pirolise.

Os efeitos adversos do biochar na comunidade microbiana do solo também podem
ser influenciados por fatores como, tipo de solo, e mudancas nas propriedades fisico-
quimicas do solo (PALANSOORIYA et al., 2019). Apesar de sua estabilidade a longo
prazo, o biochar sofre alteracdes quimicas e fisicas ao longo do tempo (HEIKKINEN et al.,
2019), o que dificulta a previsdo precisa de seus efeitos, tanto qualitativos quanto
quantitativos. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos que avaliem os diversos efeitos

do biochar no solo a longo prazo.

2.4 Trichoderma

Trichoderma é um género de fungos filamentosos, saprofitos, onipresentes e
amplamente distribuidos no solo. Sdo frequentemente encontrados em compostos, madeira
em decomposicdo, matéria organica degradada, residuos agricolas e no microbioma
rizosférico das plantas (RAI et al., 2020; NANDINI et al., 2021). Além disso, apresentam
alta adaptabilidade a solos temperados e tropicais, abrangendo todas as zonas climaticas
(RAI; PRASAD, 2023). A sobrevivéncia de Trichoderma spp. em diferentes habitats
geograficos reflete sua capacidade reprodutiva, diversidade metabdlica e natureza
competitiva no microbioma (ANAL et al., 2020). O sucesso de Trichoderma spp. no
microbioma do solo como decompositores naturais, deve-se a sua alta capacidade de
biodegradar residuos agricolas, favorecendo a absorcédo de nutrientes pelas plantas ( SOOD
etal., 2020).
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Espécies de Trichoderma spp. sdo amplamente reconhecidos como fortes
competidores contra patdgenos fungicos, (OTOYA-MARTINEZ et al., 2023; NUJTHET,
etal., 2023) com uma alta taxa de crescimento, capacidade de esporular e, em alguns casos,
de colonizar rapidamente os micélios dos patogenos (GHORBANPOUR et al., 2018;
JAROSZUK-SCISEL et al., 2019; TYSKIEWICZ et al., 2022). Os mecanismos de
biocontrole exercidos pelo Trichoderma spp., que promovem uma protecao eficiente as
plantas, podem ser classificados em diretos e indiretos.

Os mecanismos diretos envolvem a interacdo do fungo com o patdgeno por meio de
micoparasitismo, competicdo por recursos ou pela producdo de uma ampla diversidade de
metabdlitos secundarios que suprimem o crescimento de patdgenos vegetais e estimulam o
crescimento das plantas (SALDANA-MENDOZA et al., 2023). A producio de metab6litos
secundarios com atividade antimicrobiana, desempenha um papel crucial no controle de
fitopatdgenos, atuando por meio da sintese de enzimas hidroliticas, como quitinases,
glucanases e proteases (KREDICS et al., 2024), que degradam a parede celular de fungos
fitopatogénicos.

Ralf et al. (2024), estudando os efeitos de diferentes concentracfes de metabolitos
secundarios de Trichoderma no controle da murcha do Fusarium oxysporum em plantas de
ervilhas, observou que as concentracdes de metabdlitos de T. harzianum (40, 50 e 60%)
promoveu alta reducdo da biomassa fingica do patégeno, sugerindo que a modulacédo das
concentragcdes dos metabolitos pode ser uma estratégia promissora para o controle de
fitopatdgenos. Outros estudos comprovaram a eficacia dos metabolitos secundarios com
atividade antimicrobiana, demonstrando sua acdo no controle de Fusarium solani em
plantas de tomate (VERMA et al., 2024), Sclerotinia sclerotiorum em plantas de pepino
(HUANG et al., 2024) e Lasiodiplodia theobromae em palma forrageira (BRITO et al.,
2022). Por outro lado, os mecanismos indiretos vdo desde interaces complexas,
estimulando as defesas naturais das plantas e fortalecendo sua capacidade de se proteger
contra patdgenos (GUZMAN-GUZMAN et al., 2023), até a producdo de hormdnios
promotores de crescimento, que estimulam o desenvolvimento radicular, melhorando a
absorcdo de agua e nutrientes.

Considerado um simbionte vegetal ndo patogénico e oportunista, o Trichoderma
pode colonizar raizes de plantas, estabelecendo uma interacdo benéfica com seus
hospedeiros mediada por proteinas efetoras e interagdo hormonal (GUZMAN-GUZMAN
et al., 2019), que ativam cascatas de sinalizacdo nas plantas, promovendo a inducgéo de

resisténcia sistémica a estresses bidticos e abidticos e estimulando o crescimento vegetal
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(VALDESPINO et al., 2019). Além disso, a presenca de Trichoderma ndo apenas modula
0s niveis dos hormdnios produzidos pela planta, mas pode contribuir com seus proprios
hormonios ou fornecer intermediarios para a sintese de alguns fitohormonios, como parte
dos beneficios relatados na interacdo Trichoderma -planta ( GUZMAN-GUZMAN et al.,
2019).

Espécies de Trichoderma podem desencadear resisténcia sistémica induzida por
meio do acido jasménico e etileno ou induzir resisténcia sistémica adquirida pela via do
acido salicilico (AB RAHMAN et al. 2018 ). A interacdo bem-sucedida entre plantas e
Trichoderma spp. modula a colonizacdo e a arquitetura das raizes, promovendo a
proliferacdo do comprimento das raizes priméria e lateral, o que facilita a eficiente absor¢do
de nutrientes pelas plantas (RAI et al., 2020). Essa modulagdo do sistema radicular néo
apenas melhora a absorcdo de agua e nutrientes, mas também fortalece a tolerancia das
plantas a estresses bioticos e abidticos.

Diversas espécies de Trichoderma tém sido amplamente estudadas quanto ao seu
potencial na promocdo do crescimento vegetal. Efeitos positivos foram observados em
culturas de tomate (WANG et al., 2021; SEHIM et al., 2023), alface (SILVA et al., 2021),
pimenta (WANG et al., 2022), soja (LARRAN et al., 2023), pepino (LIU et al., 2021) e
algodao (SILVA et al., 2022). A aplicacdo de Trichoderma resultou em um aumento no
desenvolvimento do caule, das folhas e raizes, levando a uma maior biomassa vegetal.
Além disso, foi constatado um incremento na producdo de pigmentos fotossintéticos, o que
pode contribuir para a eficiéncia da fotossintese e o desempenho fisioldgico das plantas.
Desse modo, compreender o comportamento desses microrganismos é essencial ndo apenas
para potencializar o crescimento vegetal, mas também para mitigar os impactos de

condicdes adversas, como estresses bidticos e abioticos.
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3.CAPITULO II: MODULACAO DA COMUNIDADE FUNGICA EM SOLOS DE
VINHEDO TRATADOS COM BIOCHAR E TRICHODERMA

Resumo

O solo abriga imensa diversidade de microrganismos que desempenham papel essencial na
dindmica do solo, contribuindo para a decomposicdo da matéria organica, ciclagem de
nutrientes e a promocao da satde das plantas. nesse contexto, a aplicacdo de biochar no
solo tem sido recomendada como uma abordagem para assegurar o sequestro de carbono e
melhorar as propriedades fisicas, quimicas e microbiolégicas do solo. No entanto,
associacdes de biochar com microrganismos especialmente Trichoderma tem sido pouco
explorada e os efeitos na estrutura da microbiota do solo precisam ser elucidados. Para
preencher esta lacuna, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de dois tipos de
biochars provenientes de residuos da producédo do vinho co-aplicados com dois isolados de
Trichoderma (T. hamatum URM 6656 e T. aureoviride URM 5158) sobre estrutura e
diversidade das comunidades microbianas de um solo cultivado com uva. O experimento
foi conduzido em campo com delineamento em blocos ao acaso, com nove tratamentos e
trés repeticGes. Nossos resultados indicam que a aplicacdo de biochar, tanto isoladamente
quanto em combinacdo com Trichoderma, causou alteracdes significativas na estrutura das
comunidades microbianas, impactando a diversidade a nivel de filo e género. Alteragdes
nas variaveis quimicas do solo, como pH, Na* e K*, desempenharam um papel modulador
na estrutura das comunidades microbianas, favorecendo alguns grupos em detrimento de
outros. A nivel de filo, as comunidades fungicas foram predominantemente compostas por
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e Glomeromycota, que juntos,
representaram 98,52% da abundancia relativa no solo. Os tratamentos que contribuiram
para o enriquecimento desses filos foram biochar da fermentacdo da uva (GFB) e a
combinacdo do GFB+T.hamatum. Os géneros Fusarium, Nigrospora e Cladosporium
foram abundantes em todos os tratamentos, com abundancias relativas variando de 13,92%
a 7,45%. O aumento desses géneros foi expressivo nos tratamentos com GFB + T. hamatum
e T. aureoviride. De forma geral, nossos achados fornecem insights valiosos sobre 0s
efeitos de diferentes tipos de biochar, aplicados isoladamente ou em combinacdo com
isolados de Trichoderma, nas comunidades microbianas. Contudo, sdo necessarias
pesquisas adicionais para compreender melhor a os efeitos sinérgicos entre biochar e
Trichoderma e os impactos na microbiota do solo a longo prazo.

Palavras-chave: Microbioma do solo. Salde do solo. Enzimas do solo. Biocarvao.
Sustentabilidade.
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3. CHAPTER II: MODULATION OF THE FUNGAL COMMUNITY IN
VINEYARD SOILS TREATED WITH BIOCHAR AND TRICHODERMA

Abstract

Soil harbors an immense diversity of microorganisms that play an essential role in soil
dynamics, contributing to the decomposition of organic matter, nutrient cycling, and the
promotion of plant health. The application of biochar to soil has been recommended as an
approach to ensure carbon sequestration and improve the soil’s physical, chemical, and
microbiological properties. However, associations between biochar and microorganisms,
especially Trichoderma, have been little explored, and the effects on soil microbiota
structure still need to be elucidated. To address this gap, this study aimed to evaluate the
effect of two types of biochars derived from wine production residues co-applied with two
Trichoderma isolates (T. hamatum URM 6656 and T. aureoviride URM 5158) on the
structure and diversity of microbial communities in a vineyard soil. The experiment was
conducted under field conditions using a randomized block design, with nine treatments
and three replicates. Our results indicate that the application of biochar, both alone and in
combination with Trichoderma, caused significant changes in the structure of microbial
communities, impacting diversity at the phylum and genus levels. Changes in soil chemical
variables, such as pH, Na*, and K*, played a modulatory role in shaping the microbial
community structure, favoring certain groups over others. At the phylum level, fungal
communities were predominantly composed of Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, and Glomeromycota, which together accounted for 98.52% of the relative
abundance in the soil. Treatments that contributed to the enrichment of these phyla were
the grape fermentation biochar (GFB) and the combination of GFB + T. hamatum. The
genera Fusarium, Nigrospora, and Cladosporium were abundant across all treatments, with
relative abundances ranging from 13.92% to 7.45%. The increase in these genera was
particularly pronounced in treatments with GFB + T. hamatum and T. aureoviride. Overall,
our findings provide valuable insights into the effects of different types of biochar, applied
either alone or in combination with Trichoderma isolates, on microbial communities.
However, further research is necessary to better understand the synergistic effects between
biochar and Trichoderma and their long-term impacts on soil microbiota.

Keywords: Soil microbiome. Soil health. Soil enzymes. Biochar. Sustainability.
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3.1 Introducéo

Os microrganismos desempenham papel fundamental na salude e qualidade do solo,
atuando em processos essenciais como a decomposi¢do da matéria organica, ciclagem de
nutrientes e a supressdo de doencas (HARTMANN:SIX, 2023; ARAUJO et al., 2024). A
abundancia e diversidade de microrganismos no solo tém impacto direto na eficiéncia da
ciclagem de nutrientes, processo indispensavel para o crescimento das plantas e na
manutencdo do equilibrio dos ecossistemas (LEHMANN et al., 2020). A compreenséo
sobre os fatores que alteram a diversidade e a distribuicdo de microrganismos em ambientes
naturais é crucial para identificar quais grupos predominam em cada ecossistema e prever
as principais funcdes ecoldgicas que esses organismos desempenham em cada habitat.

A ampla variedade de habitats disponiveis para as comunidades microbianas contribui
para manter elevada diversidade microbiana, uma vez que, diferentes grupos de
microrganismos sdo adaptados a distintos microambientes (YU , 2024). Embora o sistema
radicular da planta exerca grande influéncia sobre a estrutura do microbioma do solo, a
composicao das comunidades microbianas pode ser moldada por diversos fatores fisico-
quimicos, como o pH do solo, salinidade, teor de nutrientes minerais, matéria organica,
umidade, temperatura e condigdes de oxigenacdo (GRYTA et al., 2024; PUROHIT et al.,
2024). Esses fatores, em conjunto, exercem influéncia direta na diversidade funcional do
microbioma, um indicador essencial da saude do ecossistema edafico. Nesse contexto, o
uso de biochar destaca-se como estratégia promissora capaz de melhorar as propriedades
do solo, fortalecer sua resiliéncia, equilibrar a disponibilidade de nutrientes e estimular a
diversidade microbiana dos solos agricolas (SINGH et al., 2022; ADHIKARI et al., 2024).

O biochar é um material altamente poroso, rico em carbono, produzido por meio da
pirélise de materiais organicos em condicdes reduzidas de oxigénio (SUN et al., 2021;
DASHTI et al., 2023). O biochar é considerado um condicionador do solo, contribuindo
para o sequestro de carbono, elevacao do pH, aumento da saturacdo por bases (fertilidade),
melhoria da estrutura do solo e aumento da capacidade de retencdo de agua do solo (LIMA
etal., 2018; MEDEIROS et al., 2020). Além disso, o biochar possui o potencial de melhorar
as comunidades microbianas do solo ao aumentar a biomassa, diversidade e atividade
enzimatica influenciando significativamente as fung¢des do solo (POKHAREL et al., 2020;
SINGH et al.,, 2022). A estrutura porosa, extensa area de superficie especifica e
caracteristicas favoraveis de permeabilidade e aeracdo, inerentes ao biochar fornece um

habitat ideal para o crescimento dos microrganismos (ABHISHEK et al., 2022). Essa
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capacidade permite a modificacdo das estruturas da comunidade microbiana edéfica.
Embora os efeitos positivos do biochar tenham sido amplamente demonstrados, pesquisas
que exploram a interagdo com microrganismos, especialmente do género Trichoderma
Pers., estdo em fases iniciais e precisam ser exploradas.

Trichoderma é um género diversificado de fungos filamentosos da familia
Hypocreaceae De Not., amplamente distribuido na natureza. Embora habitem
principalmente o solo, as espécies podem colonizar raizes, caules e folhas de plantas, onde
aproximadamente 400 espécies foram identificadas (WOO et al., 2023). Esses
microrganismos empregam mecanismos diretos, como micoparasitismo, competicao por
nutrientes, producdo de compostos antimicrobianos (MUKHERJEE et al., 2022;
GUZMAN-GUZMAN et al., 2023) e mecanismos indiretos, como a inducao de resisténcia
sistémica (LI et al., 2025) e a promocdo do crescimento vegetal (SOOD et al., 2020; LIU
etal., 2020; ASGHAR et al., 2024).

Considerado um microrganismo simbionte oportunista de plantas, o Trichoderma ao
colonizar as raizes das plantas, estabelece interacdo benéfica mediada por proteinas efetoras
e por interacdes hormonais em troca de acUcares derivados do metabolismo vegetal
(GUZMAN-GUZMAN et al., 2019). Essa relagio simbidtica fortalece o sistema radicular
das plantas e aumenta a resisténcia aos estresses bidticos e abioticos, promovendo vigor e
produtividade as plantas. Embora varios estudos demonstrem os efeitos positivos do
Trichoderma spp. na promocéo da qualidade do solo, estudos relacionados ao seu papel no
crescimento de plantas, especialmente em videiras, sao limitadas e pouco exploradas.

A uva (Vitis vinifera L.) é uma cultura de grande importancia econdémica e social
destacando-se entre as culturas irrigadas pelo elevado potencial de crescimento e alto valor
agregado (LIU et al., 2025). Cultivada por milénios, em ampla diversidade de solos e
condi¢cBes climéticas, a videira enfrenta desafios como, baixa fertilidade e redugédo de
matéria organica, fatores que podem comprometer a produtividade (CASALI et al., 2009).
AssociacOes de Trichoderma ssp. com biochar tem sido estudada mostrando o potencial no
aumento de pH do solo, carbono orgénico e nos teores de fosforo e potassio no solo (SILVA
et al., 2022; MEDEIROS et al., 2023). Embora os efeitos positivos de microrganismos no
cultivo de videiras sejam reconhecidos, os impactos especificos da co-aplicacdo de biochar
e Trichoderma sé&o pouco explorados e necessitam de estudos, principalmente em relacéo
ao seu potencial na melhoria da qualidade do solo e da produtividade das videiras.

Neste sentido, levantamos as seguintes hipoteses: (1) diferentes fontes de biochar e

isolados de Trichoderma promovem respostas distintas na estrutura das comunidades
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associadas a rizosfera da videira; (2) alteracbes nas propriedades quimicas e
microbioldgicas promovidas pela co-aplicacdo de biochar e Trichoderma favorecem o
crescimento e produtividade das videiras.

Sendo assim, este estudo teve como objetivo testar dois biochars derivados de residuos
da producdo do vinho, inoculado com dois isolados de Trichoderma para promocéao de

melhorias das propriedades quimicas e microbiol6gicas do solo cultivado com videiras.
3.2 Material e Métodos

3.2.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido na Vinicola Vale das Colinas, situada em Garanhuns,
Pernambuco, Brasil (8°56°19” S, 36°31°21” O), com altitude de 800 metros acima do nivel
do mar (Figura 1). A regido apresenta temperatura média anual de 20 °C e precipitacdo
média de 1.300 mm. O solo foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico
com textura franco-arenosa, de acordo com o sistema brasileiro de classificacdo de solos
(EMBRAPA, 2018). Os atributos quimicos do solo experimental estdo na Tabelal.

Figura 1- Mapa da area experimental, vinicola Vale das colinas em Garanhuns- PE.
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Tabela 1- Propriedades quimicas do solo da area cultivada com videiras Cabernet
Sauvignon.

pH CE Ca* Mg* Na* K* P SB H+Al CTC AP V% C MO
H,O dS/m Cmol¢/dm?
7,1 033 28 15 0,26 0,20 84,25 4,67 - 467 - 100 7,0 121

SB-Saturacéo por bases; CTC-capacidade de troca de cations; M.O- matéria organica.

3.2.2 Produgéo e caracterizagio do biochar

Os residuos de engagos e da fermentacéo da uva, gerados apos a producao de vinho,
foram submetidos ao processo de pirélise lenta em forno artesanal, mantido a temperatura
de, aproximadamente, 400°C por 12 horas. ApoOs a pir6lise, o material foi triturado e
passado em peneira de 2,00 mm de didmetro. Em seguida, foi realizada a caracterizagédo
quimica dos biochars para determinacdo dos teores de nutrientes (Ca, Mg, Al, Fe, Mn e Zn)
através de espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES). Os teores de K e Na foram determinados por fotometria de chama, apds digestdo
acida das amostras, seguindo o método de cinzas secas descrito por Enders; Lehmann
(2012), com adaptacdes. O teor de P foi quantificado pelo método colorimétrico de acido
molibdovanadofosforico (MAPA) ap6s a digestdo acida. A caracterizacdo quimica de

ambos 0s biochars esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2- Caracterizacdo quimica dos biochars de engaco e fermentacdo da uva Cabernet.

Atributos Unidade Biochar engaco da uva Biochar fermentacéo da

gquimico uva
pH - 10.44 10.28
CEC mmol/dm3 9.0 107.9
C g kg 332.2 142.8
N g kg? 7.4 21.7
C/N - 44.8 6.6
P g kgt 11.8 7.6
K g kg 82.0 51.9
Ca g kgt 13.2 6.8
Mg g kg 3.6 2.0
Na g kgt 4.6 4.5
Si g kg 1.2 0.1
Fe mg kg 5055.9 796.0
Cu mg kg 26.8 29.9
Mn mg kg 118.8 57.0
Zn mg kg 182.8 263.2
B mg kg* 29.0 20.1

O pH foi determinado em agua na proporgao de 1:2,5; CTC (Capacidade de Troca Catidnica) foi medida a
pH 7,0; P disponivel foi determinado como fosforo disponivel; Ca - calcio trocavel; Mg - magnésio trocavel;
Na - sddio trocavel; K - potéssio trocavel.

3.2.3 Preparo dos Inéculos de Trichoderma

Foram utilizados dois isolados: Trichoderma aureoviride URM 5158 e
Trichoderma hamatum URM 6656, ambos provenientes da Cole¢cdo de Culturas URM
(https://www.ufpe.br/micoteca/). Os espécimes foram cultivados em frascos Erlenmeyer de
125 ml contendo 25 ml de &gar batata-dextrose (BDA) e incubados em estufa Demanda
Bioldgica de Oxigénio (B.O.D) a 28 °C por 7 dias. A preparacdo dos indculos foi realizada
conforme o protocolo descrito por Silva et al. (2022), sendo ajustada para uma concentracéo
de 10° esporos mL™%. Cada tipo de biochar foi individualmente inoculado com a
concentracdo de esporos descrita acima, acrescido de 100 mL de &gua destilada, e
posteriormente aplicado em dose Unica e incorporado ao solo a uma distancia de 30 cm do
caule das videiras. A concentracdo de biochar utilizada foi utilizada abaixo da dose de 2%,

considerada como limite para uso do biochar em solos agricolas (NOVOTNY et al., 2015).

3.2.4 Delineamento experimental
O experimento foi realizado em areas de cultivo da variedade Cabernet Sauvignon,

com avaliacOes iniciadas em julho de 2023 e concluidas em setembro de 2024. O
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delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados com nove tratamentos e
trés blocos. Os tratamentos foram: (1) Controle; (2) Biochar produzido a partir do engaco
da uva (GSB); (3) Biochar originado do subproduto da fermentacdo da uva. (GFB); (4)
Trichoderma aureoviride (T. aureoviride); (5) Trichoderma hamatum (T.hamatum); (6)
Biochar engaco da uva + Trichoderma aureoviride (GSB+Ta); (7) Biochar engaco da uva
+ Trichoderma hamatum (GSB+Th); (8) Biochar fermentacdo da uva +Trichoderma
aureoviride (GFB+Ta); (9) Biochar fermentagdo da uva+ Trichoderma hamatum
(GFB+Th).

3.2.5 Amostragem do solo rizosférico

Apo6s 160 dias de avaliagdo, as amostras de solo foram coletadas em cada planta,
que corresponde a unidade experimental, totalizando 27 amostras. O solo coletado foi
peneirado em malha de 2 mm, acondicionado em sacos plasticos e armazenado sob

refrigeracéo a -80°C para as analises moleculares.

3.2.6 Extracdo e sequenciamento de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de 0,4 g de solo de cada amostra, utilizando
0 kit comercial DNeasy® PowerSoil® (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EUA), de acordo
com as instrugdes do fabricante. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para
empresa especializada em servicos de biologia molecular no exterior, a Novogene,
Sacramento (EUA), na qual foram feitas as etapas de analise de qualidade, preparo das
bibliotecas de amplicons e o0 sequenciamento genético, usando a técnica do Espacador
Transcrito Interno (ITS) para analisar sequéncias de acidos nucleicos localizado entre 18S
e 5.8S da sequéncia de rDNA ribossémico eucariotico. Inicialmente, a integridade do
material genético foi avaliada por meio do processo de eletroforese em gel de agarose a
1%. As bibliotecas fungicas foram preparadas com base na regido ITS1-5F, utilizando os
primers ITS5-1737F (5’-GGA AGTA AAA GTC GTA ACA AGG-3’) TS2-2043R (5°-
GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC-3”), com alcance médio entre 200 e 400 pb (Zhang et
al., 2019). Em conjunto com os primers, a biblioteca de sequenciamento de amplicons do
gene 18S rRNA foi gerada utilizando a DNA polimerase Herculase Il Fusion (© Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) e o Nextera XT v2 Index Kit (© Illumina, Inc.,
San Diego, CA, EUA), seguindo as diretrizes do fabricante na Novogene em Sacramento,
EUA. O sequenciamento foi realizado em um Illumina® MiSeq® PE usando uma célula

de fluxo v3. Uma concentracdo de biblioteca de 3 pM foi carregada, com um aumento de
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30% do DNA de controle da biblioteca lllumina® PhiX, seguindo as diretrizes do
fabricante. Os arquivos de chamada de base binaria (BCL), que sdo 0s arquivos de dados
brutos gerados pelos sequenciadores Illumina, foram convertidos em dados de sequéncia
no formato FASTQ usando o software bcl2fastq v2.20 (© Illumina), a partir do qual foram
desmultiplexadas e tiveram seus primers e barcodes removidos para proxima etapa de

controle de qualidade e processamento dos dados brutos.

3.2.7 Processamento de dados brutos das sequéncias genéticas

O processo de controle de qualidade foi dividido em duas etapas. Inicialmente,
utilizando software FLASH (Fast Length Adjustment of SHort reads, v.1.2.11), leituras
complementares PE (paired-end) brutas foram combinadas em uma tag de extremidade
Unica de comprimento de regido amplificada. Em seguida, as tags foram submetidas ao
controle de qualidade através do software fastp (v.0.23.4), removendo sequéncias com
baixa qualidade, excesso de bases e alta taxa de erro (N). A taxa de erro N de sequenciagéo
de uma Unica posicdo de base foi inferior a 1%, e 0 maximo ndo excedeu 6%. Apos esses
procedimentos, as bibliotecas de dados pré-tratados, com leituras forward e reverse
mescladas, totalizaram 4,497,115 sequéncias.

A seguir, as sequéncias foram processadas no ambiente R (v.4.3.2; R CORE TEAM,
2025) utilizando a interface RStudio 2023.06.1 (Build 524). Ao todo, 20 bibliotecas de
amplicons de 18S rRNA foram construidas (uma amostra foi perdida na etapa de
sequenciamento). As analises metagendmicas foram continuadas no pacote de analises
“DADA2” (v.1.28.0) no ambiente R (CALLAHAN et al., 2016). As sequencias foram
novamente filtradas utilizando o algoritmo ‘filterAndTrim’, fornecendo os seguintes
parametros: minLen = 100; maxLen = 430; maxN = 0; maxEE = 2; e truncQ = 2. As taxas
de erro para cada posicdo base nas leituras de sequenciamento foram estimadas pelo
algoritmo ‘learnErrors’ nas configuracdes padrdo. Em seguida, as variantes de sequéncias
de amplicons (ASVs) foram inferidas através do algoritmo “dada2”, agrupando as amostras
pelo método “pooling”, aumentando a resolugdo de variantes raras, pouco observadas em
amostras isoladas, mas frequentes entre amostras. Por fim, as sequéncias chimeras foram
mais uma vez filtradas, utilizando para tanto o algoritmo ‘removeBimeraDenovo’
utilizando o método “pooling”, resultando em 4,182,734 sequéncias de alta qualidade.

As sequéncias foram alinhadas ao banco de dados gerais de eucariotos UNITE

(https://unite.ut.ee/repository.php), classificadas até o nivel de espécies sob
correspondéncia minima de 97% (ABARENKOV et al., 2024). Os pacotes R ‘DECIPHER’
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(WRIGHT, 2016) e ‘phangorn’ (SCHLIEP, 2011) foram utilizados para criar um
alinhamento e uma arvore filogenética das ASVs. Apés as associagfes taxonémicas,
3,645,269 sequéncias associadas ao menos ao nivel de filo fungico foram recuperadas,

adequadas para os procedimentos de rarefacdo amostral e demais andlises a jusante.

3.2.8 Analise Estatistica

Todos as analises foram feitas no ambiente R v.4.3.2 (R CORE TEAM, 2025)
atraves da interface RStudio (RSTUDIO TEAM, 2023). Os pressupostos de normalidade e
homogeneidade das variancias foram analisados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente e as medidas de tendéncia central das variaveis edéficas e enziméticas
foram analisadas pelo modelo de delineamento inteiramente casualizado. E estatisticas
adotadas para os dados paramétricos foram a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste post-hoc de Games-Howell (o = 0.05), enquanto os dados ndo paramétricos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn (p = 0.05). A
andlise de correlacfes candnicas (CCA) foi feita para estudar a variancia explicada com
cada sistema ecologico com base nas variaveis e quimicas e enzimaticas do solo, sendo
modelada através de ferramentas do pacote R ‘factoextra’. As andlises de correlagdes foram
feitas utilizando a fung@o ‘cor.test’ da biblioteca R “stats”. As analises de redes de co-
ocorréncia foram feitas utilizando recursos do pacote R ‘NetCoMi’ (PESCHEL, 2024) e o
graficos foram construidos no software Gephi v.0.10 (https://gephi.org/). Analises
adicionais foram realizadas em R, utilizando os pacotes ‘phyloseq” (MCMURDIE;
HOLMES, 2013) e ‘vegan’ (DIXON, 2003; OKSANEN et al., 2010). Os demais graficos

foram gerados com a biblioteca R “ggplot2”.

3.3 Resultados

3.3.1 Analise de interacdo entre os fatores ambientais e os principais tdxons

A analise de correlagbes canonicas utilizando a distancia UniFrac explicou 77,7%
das mudancas na estrutura da comunidade microbiana a nivel de filo (Figura 2). As
variaveis que apresentaram maior influéncia na estrutura das comunidades foram, Na*, K*
e as atividades enzimaticas da urease, fosfatase alcalina, arilsulfatase e -glicosidase. As
varidveis quimicas Na" e K" apresentaram forte correlacdo com o filo

Neocallimastigomycota, indicando uma possivel preferéncia desse filo por solos com
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maiores concentracdes desses nutrientes. O carbono da biomassa microbiana, o pH do solo
e a fosfatase &cida mostraram relacdo proxima, enquanto a produtividade das videiras
esteve fortemente correlacionada com o teor de carbono orgénico total do solo o que ja era
esperado. Além disso, o filo Olpidiomycota apresentou correlagcdo com o teor de fosforo e
com a atividade da enzima B-glicosidase, indicando que sua presenca pode estar associada
a processos de mineralizacdo da matéria organica e disponibilidade de fésforo no solo. De
modo geral, os tratamentos GFB, GSB + T. aureoviride e GFB + T. hamatum foram
positivamente correlacionados com 0S filos Neocallimastigomycota,

Monoblepharomycota, Blastocladiomycota e Basidiobolomycota.

Figura 2- Analise de correlagbes candnicas incluindo variaveis quimicas e enzimaticas e
a atris de distdncia UniFraq das comunidades fangicas de solo submetido a nove
tratamentos.
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3.3.2 Avaliacao da diversidade com os indices de Shannon e Simpson

A diversidade da comunidade microbiana ndo apresentou diferencas estatisticas
(Figura 3a), no entanto, para o tratamento com GSB+T. hamatum foi observado redugéo
significativa da diversidade. Por outro lado, o indice de Shannon indicou maior riqueza
para o solo que recebeu apenas T. hamatum (Figura 3b). Curiosamente, observamos que a
combinacdo do GFB+T.aureoviride resultou em reducdo significativa da riqueza,
indicando que a interacdo desse tratamento pode ter causado impacto negativo sobre as
comunidades fungicas no solo (Figura 3c).

Figura 3-Variacdo nos numeros de ASVs (a), diversidade de Shannon (b) e indices de
riqueza das comunidades fungicas para cada tratamento (c).
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Tratamentos: Control; GFB+Ta; GFB+Th; GBF; GSB+Ta; GSB+Th; GSB; T aureoviride; T. hamatum.
Tratamentos seguidas por diferentes letras minusculas diferiram entre si, de acordo com o0s testes ndo
paramétricos de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn (o = 0.05).

A analise de correlacdo de Spearman entre as variaveis bioquimicas do solo e o0s
indices de alfa-diversidade revelou que apenas as variaveis quimicas Na® e K*
apresentaram correlagdes positivas com os indices de Simpson e de Shannon. Embora a
produtividade das uvas e o carbono organico total do solo tenham apresentado correlagdes

estatisticamente significativas (P < 0,05), essa relacdo foi considerada negativa (Figura 4).
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Figura 4- Andlise de associagbes entre varidveis bioguimicas e os indices de alfa-
diversidade. Poligonos com asterisco (*) indicaram correlagdes de Spearman significativas
(p-valor < 0.05) de acordo com anélise de permutagdo multivariada (999 permutacdes).

- effSimpson S;°'"‘°"

- effShannon ] .

- Observed
9(09'\(%?;{’@%@\5@,6 p.(‘.l Q‘é\ ?. \“\é ‘(.\N*Q 0{6 B

3.3.3 Abundancia relativa dos taxons mais abundantes

No geral, identificamos 8.808 OTUs nas 27 amostras coletadas, sendo distribuidos
em 17 filos, 59 classes, 148 ordens, 342 familias, 785 géneros, 1.353 espécies. A nivel de
filo, as comunidades fangicas foram predominantemente compostas por Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Rozellomycota, Mortierellomycota,
Aphelidiomycota, Mucoromycota, Kichxellomycota e Zoopamycota (Figura 5a). Entre
eles, os quatro principais foram responsaveis por 0,44% a 84,77% da abundancia relativa,
com Ascomycota sendo o filo mais abundante (84,77%), seguido Basidiomycota,
Chytridiomycota e Glomeromycota. Curiosamente, os quatro filos dominantes foram os
mais impactados pela aplicagdo dos diferentes tratamentos, com destaque para o T.
hamatum, que apresentou alteracdes superiores a 1% em relacdo ao solo controle. Por outro
lado, Zoopagomycota e Mucoromycota foram os filos com menor abundancia relativa,
variando de 0,01% a 0,05%, respectivamente.

Os trés géneros Fusarium, Nigrospora e Cladosporium, foram dominantes
independentemente dos diferentes tratamentos, onde as abundancias relativas variaram de
13,92% a 7,45%. Os tratamentos que contribuiram para 0 aumento desses géneros foram,
GFB+Th e T. aureoviride (figura 5e). Além disso, curiosamente 44,01% das sequéncias
desses fungos em cada amostra ndo puderam ser identificadas em um género definido. A
nivel de espécie, 0 mesmo padrdo de alteracbes foram observadas para os tratamentos

GFB+Th e T. aureoviride, com maiores contribuices atribuidas as espécies Fusarium
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equiseti e Cladosporium herbarium, esse efeito pode ser atribuido a capacidade competitiva

e funcional dessas espécies (Figura 5f).

Figura 5- Abundancia relativas dos taxons mais abundantes dentro dos seis ranks
taxonémicos. Os dez principais grupos foram demonstrados nas barras para filo, classe,
ordem e familia, enquanto os quinze mais abundantes foram demonstrados para género e
espécie.
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Foram observadas correlagdes significativas (P < 0,05) entre as variaveis quimicas
do solo, como Na*, K* e pH, com os filos Glomeromycota e Neocallimastigomycota. Em
contraste, a produtividade das uvas apresentou correlacdo negativa significativa apenas
com o filo Glomeromycota (Figura 6a). A nivel de género, o Clonostachys , Penicillifer,
Diaporthe, Polyschema, Harzia, Arxotrichum, Clavaria, Biatriospora, Hygrocybe,
Diatrypella e Verticillium mostraram correlagdes estatisticamente significativas e positivas
com o pH do solo, Na* e K* (Figura 6b). Da mesma forma, as espécies Dactylonectria
anthriicola, Diaporthe sp., Hannaella taiwanensis, Arxotrichum sp., Penicillifer martinii,

Polyschema sp., Clavaria fuscata, Biatriospora sp., Verticillium dahliae, Rhytidhysteron

WyTmecridim pulvericals (1.48)
Ciaasporium succulentum (1.67)

Curvuiaria xishuangbannagnsis (1.83)

Paraconiotiyrium estuannum (1.87)

Migraspora guangdongensis (2 46]



magnoliae, Hygrocybe griseonigricans, Diatrypella delonicis, Aspergillus tatenoi,

Clavaria megagaspinosa, Geastrum sp., Trichoderma turrialbense, Diaporthe miriciae,
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Harzia sp., identificadas no ranking apresentaram correlagdes positivas (Figura 6c).

Figura 6- Correlagdes das variaveis bioquimicas com os principais tdxons fingicos. Apenas
ranks taxonémicos que apresentaram niveis significativos foram plotados. Poligonos com
asterisco (*) indicaram correlacdes de Spearman significativas (p-valor < 0.05) de acordo
com analise de permutacdo multivariada (999 permutagdes).
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A andlise de abundancia diferencial por meio de Randon-forest, confirmou que a
nivel de género o GFB contribuiu para permanéncia dos géneros Paraisaria,
Ramichloridium e Brunneomyces, enquanto o GSB +T.aureoviride favoreceu 0s géneros
Phaeoacremonium, Amorocoelophoma e Kurtzmanomyces. Esses dois tratamentos foram
0s mais representativos com abundéancia relativa superior a 2% (Figura 7a). A nivel de

espécie, o tratamento com GFB foi 0 que mais contribuiu apresentando maior nimero de

espécies em comparacdo aos demais tratamentos (Figura 7b).
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Figura 7- Analises de abundancia diferencial entre os principais géneros e espécies. Apenas
ranks taxondmicos que apresentaram niveis significativos foram plotados. Apenas os taxons
ao nivel de género (a) e espécie (b) apresentaram respostas significativas quanto a
abundancia diferencial (p < 0.05).
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A anélise de coocorréncia revelou que a aplicacdo de T. hamatum resultou em uma
rede de interacGes mais complexa em comparacdo ao solo controle. O tratamento com T.
hamatum apresentou um coeficiente de complexidade (C = 15,91) e maior nimero de
interagdes significativas (SparCC > 0,9, p < 0,05) em relagdo ao solo controle (C = 15,21).
Essa complexidade foi avaliada com base na razéo entre 0 numero de arestas e nds dos
ASVs, onde T. hamatum registrou 203 nos e 3.230 arestas, enquanto o solo controle

apresentou 170 nds e 2.587 arestas (Figura 8).
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Figura 8- Arvore de coocorréncia de espécies fungicas com interagdes significativas na
rede.
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Os nos (circulos) apresentaram diametro proporcional ao parametro grau (ndmero de arestas conectadas),
representando ASVs (Amplicon Sequence Variants) com interagdes significativas de acordo com anélise de
permutagdo (SparCC > 0.9, p <0.05) com ntimero de simulagdo SparCC para bootstrap igual a 1000 e o limite
de abundancia relativa (corte) foi de 0.0005. As arestas representam as correlagdes SparCC entre 0s nés. Os
tratamentos: Control (a); GFB+Ta (b); GFB+Th (c); GBF (d); GSB+Ta (e); GSB+Th (f); GSB (g); T
aureoviride (h); T. hamatum (i)
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3.4 Discussao

3.4.1 Estrutura da comunidade fungica

Neste estudo, avaliamos o potencial da aplica¢ao de dois tipos de biochars, provenientes
de residuos da producdo do vinho, co-aplicados com dois isolados de duas espécies de
Trichoderma na modulacdo das comunidades fungicas de um solo cultivado com uva.
Nossos resultados apoiam a hipotese inicial, revelando que a adi¢ao de biochar co-aplicados
com Trichoderma pode alterar a estrutura das comunidades microbianas do solo. Conforme
demonstrado na andlise de correlacdes candnicas, a aplicacdo de biochar no solo teve efeito
dindmico sobre a comunidade fungica alteracoes, especialmente do pH, e nos teores de Na
e K favoreceram para o aumento de determinados taxons fungicos, como revelado em
nossos resultados. Considerando que o pH é um dos principais moduladores do microbioma
do solo, variacdes nesse parametro podem alterar comunidades inteiras, influenciando a
disponibilidade de nutrientes, competicdo microbiana, atividade metabdlica e,
consequentemente, a sobrevivéncia desses microrganismos no solo (HERRMANN et al.,
2019). Mudancas no pH apds a aplicacdo do biochar no solo séo frequentemente relatadas
em diversos estudos (ZHANG et al., 2024; IDBELLA et al.,2024) e nossos resultados estdo
de acordo com essas descobertas.

Os perfis de Shannon e Simpson revelaram que a aplicacdo de biochar e Trichoderma
afetou a diversidade das comunidades microbianas, esse efeito pode ser atribuido as
alteracOes que o biochar promove nas propriedades fisicas e quimicas do solo, incluindo o
aumento da umidade e disponibilidade de nutrientes, criando condicBes seletivas que
favorecem certos grupos microbianos enquanto inibem outros, resultando em reducdo da
diversidade total (WEI et al., 2020; HUA et al., 2020). Por outro lado, a introducéo do
Trichoderma de forma isolada, curiosamente apresentou efeito negativo sobre a
diversidade e abundancia das comunidades fangicas. Por ser um fungo altamente
competitivo, é possivel que o T. aureoviride tenha suprimido determinados grupos
microbianos menos adaptados, reduzindo o nimero total de ASVs detectaveis (GUZMAN-
GUZMAN et al., 2023). Além disso, espécies do género Trichoderma produzem uma
ampla gama de metabolitos antimicrobianos e enzimas hidroliticas, capazes de inibir o
crescimento de outros fungos (MUKHERJEE et al., 2022; ASHGAR et al., 2024), o que
pode ter contribuido para a diminuicdo da diversidade microbiana no solo. Lopes et al.

(2024), avaliando a producdo de metabdlitos secundarios por isolados de Trichoderma,
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observaram que algumas espécies sdo capazes de produzir compostos altamente

supressivos, com grande impacto sobre outros microrganismos.

3.4.2 Composic¢ao da comunidade fungica

A composicao das comunidades foi fortemente afetada nos niveis taxondmicos mais
altos (Filos e classes), Ascomycota e Basidiomycota foram os filos predominantes
independentemente dos tratamentos. Esses filos s&o considerados os mais abundantes nas
camadas superficiais do solo e desempenham fungdes ecoldgicas essenciais (MANICI et
al., 2024). Os Ascomycota, amplamente reconhecidos como sapréfitos, desempenham
papel fundamental na degradacdo de compostos organicos, especialmente celulose e
hemicelulose, enquanto os Basidiomycota séo especializados na decomposicéo da lignina
(FUKASAWA, 2021), juntos atuam em combinacdo ou em sequéncia de forma eficiente
na decomposicao da matéria organica e ciclagem de nutrientes no solo (LI et al., 2022). Por
outro lado, este resultado pode sugerir que as OTUs raras sdo mais afetadas do que as
abundantes, resultando em alteracbes na composicdo da comunidade, mantendo a
abundancia geral de um filo ou uma classe especifica. Algumas abordagens tém sido
propostas para explicar o impacto do biochar nas comunidades microbianas do solo, uma
das principais é que a aplica¢do inicial atua como uma fonte de nutrientes sollveis e
carbono disponivel, impulsionando a mineralizacdo da pequena fracdo labil do préprio
biochar (IDBELLA et al., 2024), e essa pequena fracdo labil de carbono atua como impute
da atividade microbiana, favorecendo o aumento de determinados grupos fungicos no solo.

A predominéncia desses grupos de fungos pode ser atribuida a tolerancia ao estresse e
a alta capacidade de absorcdo de recursos, levando a estratégias mais generalistas,
sugerindo que eles podem ser melhores na colonizacdo de ampla gama de ambientes (JIA
et al., 2018; EGIDI et al., 2019). Nossos achados estdo alinhados com estudos anteriores
que, ao avaliarem os impactos da aplicacdo do biochar sobre a diversidade fungica,
identificaram os filos Ascomycota e Basidiomycota como 0s mais abundantes e
amplamente distribuidos na rizosfera (HERRMANN et al., 2019; MANAKAKIZA et al.,
2024).

A nivel de género, as abundancias relativas de Fusarium, Nigrospora e Cladosporium
foram favorecidos pela aplicagdo de GFB + T. hamatum. Esses géneros, pertencentes ao
filo Ascomycota, parecem se beneficiar tanto das propriedades do biochar quanto da
presenca do fungo Trichoderma. Comumente registrados como patogenos de plantas, esses

fungos também sdo conhecidos pela producdo de metabodlitos secundarios com grande
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diversidade quimica e bioatividade no solo (XU et al., 2022). Por outro lado, curiosamente,
observou-se que a aplicacdo isolada de T. hamatum sem biochar resultou em reducéo na
abundancia relativa do género Fusarium spp., isso sugere que Trichoderma pode inibir o
crescimento desses fungos.

Além disso, quando analisamos esses fungos a nivel de espécie, percebe-se que esse
padréo se repete, revelando uma reducdo na abundancia de Fusarium equiseti quando
tratado com T. hamatum. Diversos estudos tém demonstrado a eficacia de espécies de
Trichoderma no controle de Fusarium spp.. Por exemplo, Leyva-Morales et al. (2024),
avaliaram os efeitos de Trichoderma no controle da murcha da pimenta, causada por
Fusarium equiseti, e observaram reducéo significativa na abundancia relativa deste fungo
quando tratado com Trichoderma harzianum. Esses achados confirmam o potencial de
Trichoderma como agente de biocontrole, destacando a capacidade de controlar patdgenos
de solo por meio de mecanismos de inibic&o.

A anélise das correlagdes entre as varidveis quimicas do solo e os taxons fungicos
evidencia que a estrutura das comunidades microbianas foi fortemente afetada pelas
propriedades quimicas do solo. AlteracBes no pH, e nos teores de K e Na foram
determinantes na selecdo dos tdxons fungicos com maior abundancia identificados no
presente estudo. Esses resultados sugerem que mudangas nas propriedades quimicas do
solo ocasionadas pela aplicagdo do biochar podem atuar como fatores seletivos na
composicao da microbiota, favorecendo alguns grupos fungicos em detrimento de outros.
Dentre os géneros mais favorecidos por essas alteracdes, destacam-se Verticillium,
Diatrypella, Hygrocybe, Biatriospora, Clavaria, Arxotrichum, Harzia e Diaporthe. Esse
mesmo padrdo também foi observado a nivel de espécie, indicando que alteracbes nas
propriedades quimicas do solo foram determinantes na modulacdo das espécies fungicas
deste solo, especialmente para as espécies Diaporthe sp., Clavaria fuscata que
apresentaram correlacdes significativas com essas variaveis.

A analise de abundancia diferencial revelou que T. hamatum e T. aureoviride
favoreceram a abundancia dos géneros Malbranchea e Ceratobasidium. Esses fungos
desempenham papéis ecoldgicos essenciais no solo, especialmente na decomposic¢do da
matéria organica. Malbranchea abrange diversas espécies com capacidade de degradar
substratos ricos em lignina (MONTEIRO et al., 2021), enquanto Ceratobasidium esta
associado a doenca de plantas, mas também tem grande participacdo na decomposicdo da
matéria organica (LEIVA et al., 2023). Ambos os géneros sao conhecidos por produzirem

enzimas hidroliticas, como a beta-glicosidase, que participa ativamente do ciclo do
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carbono, liberando aglcares simples que podem ser utilizados por outros microrganismos
do solo (MONTEIRO et al., 2021). Por outro lado, a aplicagdo de GFB e GSB+Ta
favoreceu uma maior diversidade de outros géneros fungicos, sugerindo que as alteraces
promovidas pela aplicacdo do biochar de forma isolada ou combinada com Trichoderma

nas propriedades do solo foi determinante para a predominancia desses géneros no solo.

3.4.3 Impacto da aplicagéo do biochar e Trichoderma nas redes de comunidades
microbianas

Utilizamos a analise de rede para entender a dindmica das comunidades fungicas e
suas complexidades quando submetidos a diferentes tratamentos. A analise de redes
fornece a compreenséo das relagdes dos grupos microbianos e pode mostrar insights sobre
a estrutura dessas comunidades no solo (GUSEVA et al., 2022). Nossos resultados revelam
que, a aplicacdo de T. aureoviride curiosamente levou a uma reducdo nas conexdes dentro
da comunidade fangica. Por ser considerado um fungo com caracteristicas supressivas, T.
aureoviride pode ter exercido um efeito de supressédo competitiva, eliminando ou reduzindo
populacdes de fungos sensiveis. Esse efeito provavelmente resultou em uma rede
microbiana menos conectada, com impacto direto na dindmica e estrutura da comunidade
do solo. Por outro lado, a aplicagdo de GFB e GSF tanto na sua forma isolada quanto
combinada com T. hamatum apresentaram maiores nimeros de conexdes. Esse resultado
sugere que os biochars criaram condi¢des favoraveis ao desenvolvimento da microbiota,
aumentando a disponibilidade de nutrientes e compostos organicos no solo, resultando em
interagGes mais conectadas, diversas e densas, indicando uma comunidade potencialmente
mais complexa (GAO et al., 2022). Além disso, a aplicacdo combinada de biochar e
Trichoderma favoreceu um ambiente mais diversos, aumentando a abundancia de
microrganismos generalistas. Esses organismos tendem a ser mais sensiveis a mudancas
ambientais, como varia¢des nas propriedades fisicas e quimicas do solo, o que pode gerar
um efeito mais seletivo na estruturacdo da comunidade microbiana. Assim, nossa analise
de redes reforca que as variacbes ambientais, especialmente aquelas resultantes da
modificacdo das propriedades quimicas do solo, desempenham um papel determinante na

dindmica da comunidade microbiana e na ocorréncia de determinados taxons.



58

3.5 Conclusdes

Este estudo de curto prazo ressalta a importancia da aplicacdo de biochar e
Trichoderma na melhoria das propriedades quimicas e microbioldgicas de solos cultivados
com videiras. Os beneficios observados incluem desde o aumento no armazenamento de
carbono a mudancas favordveis na estrutura e no metabolismo das comunidades
microbianas. A nivel de filo, as comunidades fungicas foram predominantemente
compostas por Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e Glomeromycota, que,
juntos, representaram 98,52% da abundéncia relativa no solo. Os tratamentos que mais
contribuiram para o enriquecimento desses filos foram o biochar da fermentacdo da uva
(GFB) e a combinacdo de GFB com T. hamatum. No nivel de espécie, o tratamento com
GFB foi 0 que mais contribuiu para o aumento da riqueza especifica, apresentando maior
namero de espécies em comparacao aos demais tratamentos. Nossas descobertas reforcam
0 papel do biochar e do Trichoderma como aliados na promocdo de préaticas agricolas
sustentaveis, contribuindo tanto para a salde do solo quanto para a resiliéncia do
ecossistema dos vinhedos. No entanto, sdo necessarios estudos de longo prazo para uma
melhor compreensdo da dinamica de absorcdo e armazenamento de carbono, bem como
seus efeitos sobre o metabolismo fingico e a microbiota do solo. Maximizar os beneficios
desses insumos sem comprometer a biodiversidade fangica é essencial para manter a

funcionalidade e a sustentabilidade do sistema edafico.
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4.CAPI'TULO I1: BIOCHAR E TRICHODERMA MODIFICAM PROPRIEDADES
QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DE UM SOLO CULTIVADO COM UVA
MALBEC

Resumo

A aplicacdo de biochar é amplamente reconhecida como uma estratégia eficaz para
aprimorar 0s servigos ecossistémicos do solo. Seu uso tem ganhado destaque devido a sua
capacidade de atuar como condicionador do solo. Embora o biochar tenha se destacado
devido a sua versatilidade em aplicagdes nos sistemas agricolas, seu efeito combinado com
microrganismos benéficos no solo ainda precisa ser elucidada, especialmente com o género
Trichoderma spp. Esses microrganismos sdo amplamente reconhecidos por sua eficiéncia
no controle bioldgico de fitopatdgenos e ha promogéo do crescimento vegetal. No entanto,
0 impacto da co-aplicacdo na microbiota do solo e nos processos de ciclagem de nutrientes
ainda necessita de mais investigagdo para uma melhor compreenséo. Para preencher essa
lacuna, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do biochar produzido a partir do
engaco de uva e residuos da fermentacdo da uva, aplicado em conjunto com Trichoderma
aureoviride URM 5158 e Trichoderma hamatum URM 6656 em solos cultivados com
videiras Malbec. O experimento foi conduzido em campo com delineamento em blocos ao
acaso, com nove tratamentos e trés repeticdes. Nossos resultados revelaram que tanto os
tipos de biochar quanto Trichoderma promoveram alterac6es nas propriedades do solo. Os
maiores incrementos foram observados com a co-aplicacdo do biochar da fermentacao de
uva (GFB) e T. hamatum (GFB+Th), com aumentos de 569,23% no carbono da biomassa
microbiana (MBC), 60,73% no carbono organico total (TOC) e 86,70% no teor de potassio
(K). A aplicacdo isolada do GFB elevou a atividade da fosfatase &cida em 38,76%,
enguanto sua co-aplicacdo com T. hamatum aumentou a atividade da beta-glicosidase em
56,46%. Além disso, nossos resultados indicam que a aplicagdo isolada de T. hamatum
melhorou a produtividade, com aumento de 51,20% no nimero de cachos e 121,14% no
peso total dos cachos de uva em comparagdo ao controle. Os achados deste estudo,
fornecem evidéncias substanciais de que o biochar e Trichoderma podem ser utilizados
para melhorar as propriedades quimicas e bioldgicas dos solos de vinhedos, aumentando a
disponibilidade de nutrientes, especialmente o carbono. Esses efeitos podem contribuir para
melhorar a qualidade do solo, promovendo um ambiente mais favorével ao
desenvolvimento da microbiota e ao crescimento das videiras. Assim, a aplicacdo
combinada de biochar e Trichoderma surge como uma estratégia promissora para a
sustentabilidade e produtividade dos vinhedos.

Palavras-chave: Enzimas do solo. Biomassa microbiana. Biocarvado. Viticultura sustentavel.
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4. CHAPTER I11: BIOCHAR AND TRICHODERMA MODIFY THE CHEMICAL
AND MICROBIAL PROPERTIES OF A SOIL CULTIVATED WITH MALBEC
GRAPES

Abstract

The application of biochar is widely recognized as an effective strategy for enhancing soil
ecosystem services. Its use has gained prominence due to its capacity to function as a soil
conditioner. Although biochar stands out for its versatility in agricultural systems, its
combined effect with beneficial soil microorganisms still requires further clarification—
particularly with the genus Trichoderma spp. These microorganisms are well known for
their efficiency in the biological control of phytopathogens and in promoting plant growth.
However, the impact of co-application on soil microbiota and nutrient cycling processes
remains insufficiently understood and warrants further investigation. To address this gap,
the present study aimed to evaluate the effect of biochar produced from grape pomace and
grape fermentation residues, co-applied with Trichoderma aureoviride URM 5158 and
Trichoderma hamatum URM 6656 in soils cultivated with Malbec grapevines. The field
experiment was conducted using a randomized block design with nine treatments and three
replicates. Our results revealed that both types of biochar and Trichoderma strains induced
changes in soil properties. The greatest improvements were observed with the co-
application of grape fermentation biochar (GFB) and T. hamatum (GFB+Th), resulting in
increases of 569.23% in microbial biomass carbon (MBC), 60.73% in total organic carbon
(TOC), and 86.70% in potassium (K) content. The sole application of GFB enhanced acid
phosphatase activity by 38.76%, while its co-application with T. hamatum increased -
glucosidase activity by 56.46%. Furthermore, our results indicated that the isolated
application of T. hamatum improved productivity, with a 51.20% increase in the number
of grape clusters and a 121.14% increase in total cluster weight compared to the control.
The findings of this study provide substantial evidence that biochar and Trichoderma can
be used to improve the chemical and biological properties of vineyard soils by increasing
nutrient availability, particularly carbon. These effects contribute to enhanced soil quality,
fostering a more favorable environment for microbial development and grapevine growth.
Therefore, the combined application of biochar and Trichoderma emerges as a promising
strategy for enhancing the sustainability and productivity of vineyards.

Keywords: Soil Enzymes. Microbial Biomass. Biochar. Sustainable Viticulture.
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4.1 Introducéo

A viticultura é uma das praticas agricolas mais antigas, amplamente difundidas e
economicamente rentaveis no mundo. No entanto, enfrenta desafios significativos devido
ao uso intensivo e prolongado de praticas insustentaveis, como a aplicacdo excessiva de
fertilizantes e pesticidas (GIFFARD et al., 2022). Essas praticas podem comprometer a
biodiversidade do solo e afetar negativamente as funcbes ecossistémicas essenciais
(TEIXEIRA et al., 2025), reduzindo sua resiliéncia e sustentabilidade a longo prazo.

A saude do solo € um fator determinante para uma viticultura sustentavel,
impactando diretamente na produtividade e qualidade do vinho. Dessa forma, € crucial
desenvolver praticas que reduzam os impactos ambientais e promovam melhorias na
qualidade do solo, favorecendo o crescimento e a produtividade das videiras. Nesse
contexto, o biochar, um material rico em carbono obtido da pirdlise de residuos vegetais,
surge como uma solucdo promissora para a melhoria da qualidade do solo, contribuindo
para 0 aumento da fertilidade e a reducdo de impactos ambientais (KURNIAWAN et al.,
2023).

Além de atuar como condicionador do solo, o biochar desempenha um papel
importante na mitigagdo das mudancas climaticas, promovendo o sequestro de carbono e
reduzindo as emissdes de gases de efeito estufa (ZHOU et al., 2024; ZHANG et al., 2024).
Sua eficacia nesse processo esta relacionada a sua estrutura carbonécea altamente estavel,
que se decompde lentamente no ambiente, criando um reservatério de carbono a longo
prazo, reduzindo a liberagdo de gases como o dioxido de carbono (CO,) para a atmosfera
(MARQUES et al., 2022). Nos ultimos anos, a adi¢cdo de biochar ao solo tem sido
amplamente estudada como uma estratégia promissora para reduzir o descarte de residuos
organicos e, ao mesmo tempo, melhorar a qualidade dos solos agricolas, tornando-se um
recurso valioso para a construcao de sistemas agricolas mais resilientes e sustentaveis. Sua
aplicacdo contribui para a regulacdo do pH do solo (SINGH et al., 2022), aumenta a
capacidade de retencao de agua (RAZZAGHI et al. 2020), e melhora a fertilidade dos solos,
pois atua como uma fonte de macro e micronutrientes, gragas ao seu alto valor nutricional
(ZOU et al.,2023).

Aplicacdes de biochar também pode ter varios efeitos diretos e indiretos nas
comunidades microbianas do solo que séo sensiveis a mudangas ambientais (WANG et

al., 2021). Dependendo de suas propriedades fisico-quimicas, a adi¢cdo de biochar no solo
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pode melhorar a estrutura da comunidade microbiana do solo por meio de mudancas nos
processos bioquimicos e fungdes microbianas (PALANSOORIYA et al., 2019).

As propriedades fisico-quimicas do biochar podem variar de acordo com a
temperatura de pirdélise, o tipo de matéeria-prima e os métodos de producdo (GHODAKE et
al., 2021; RUAN et al., 2025), sendo esses fatores determinantes para sua estabilidade no
solo. Pesquisas recentes tém explorado as interagdes entre biochar e microrganismos
benéficos no solo, destacando essa combinacdo como uma estratégia promissora para
impulsionar o crescimento das plantas e aprimorar as propriedades do solo (ARAUJO et
al., 2025).

Trichoderma é um género de fungos filamentosos amplamente reconhecidos por
seu papel na protecdo de plantas contra diversos fitopatdgenos do solo (GUZMAN-
GUZMAN et al., 2023; KREDICS et al., 2024). N4o é surpreendente que o Trichoderma
seja o principal componente ativo em diversas formulacGes de agentes de biocontrole
disponiveis comercialmente, oficialmente reconhecidas como produtos para a protecéo de
plantas (WOO et al., 2023). No entanto, seu potencial vai além, pois também atua como
promotor do crescimento de plantas facilitando a absorcdo de nutrientes e ativando
mecanismos naturais de defesa das plantas. Pesquisas recentes (LIU et al., 2020; ASGHAR,;
KATAOKA, 2021; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2024) destacam os efeitos positivos
de Trichoderma no crescimento das plantas, reforcando seu potencial como um aliado na
sustentabilidade agricola.

Os mecanismos de promogdo de crescimento das plantas estdo envolvidos na
liberacdo de acido indol acético e outros compostos ligados a auxina, um horménio vegetal
semelhante a auxina, que desempenha um papel crucial no desenvolvimento da raiz
durante os estagios iniciais do crescimento da planta (LLLESCAS et al.,2021). Além de
estimular o desenvolvimento radicular, esses compostos regulam diversos processos
fisioldgicos da planta, resultando em maior absorgdo de nutrientes e resisténcia a estresses
ambientais. Embora estudos (WEI et al., 2020; MEDEIROS et al., 2023 ) tenham relatado
os efeitos positivos da associagdo de microrganismos com biochar, impactos especificos da
co-aplicacdo de biochar e Trichoderma spp. em solos cultivados com videiras ainda séo
pouco explorados e necessitam de mais investigacdo, devido a complexidade dessa
interagdo. Mais investigacOes sdo necessarias para desenvolver uma abordagem sustentavel
que permita aos produtores reaproveitar residuos agricolas em um produto de valor

agregado, reduzindo assim a dependéncia de insumos externos.


https://www-sciencedirect-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/indole-3-acetic-acid

69

Diante disto, hipotetizamos que o biochar amplificard os efeitos benéficos de
Trichoderma na produtividade do vinhedo, ao mesmo tempo em que melhorard as
propriedades quimicas do solo, bem como as atividades enziméticas absolutas e especificas.
Para testar essa hipotese, investigamos a eficacia do biochar derivado de diferentes residuos
de vinhedo, associado a Trichoderma spp., na produtividade das videiras Malbec e nas
propriedades quimicas e bioldgicas do solo. Este é o primeiro estudo de campo a investigar
0 impacto do reaproveitamento de residuos de vinicola transformados em biochar,

combinados com isolados de Trichoderma, em videiras Malbec.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Area de estudo e delineamento experimental

O estudo foi conduzido na Vinicola Vale das Colinas, situada em Garanhuns, estado
de Pernambuco, Brasil (8°56’19” S, 36°31°21” O), a uma altitude de 800 metros acima do
nivel do mar. A regido apresenta temperatura média anual de 20 °C e precipitacdo média
de 1.300 mm. O solo foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo distr6fico com
textura franco-arenosa, de acordo com o sistema brasileiro de classificacdo de solos

(EMBRAPA, 2018). Os atributos quimicos do solo experimental estdo na Tabela 3.

Tabela 3- Propriedades quimicas da area cultivada com videiras Malbec.

pH CE cCca* Mg* Na* K* P BS H+AI CTC AP V% C OM

H,0 dS/m Cmolc/dm?®

74 052 36 18 044 022 9608 6,02 000 6,02 000 100 10,7 185

B.S -Base saturation, O.M organic matter.

O experimento foi realizado em &reas de cultivo de videiras da variedade Malbec,
com avaliacOes iniciadas em julho de 2023 e concluidas em setembro de 2024. O
delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados com nove tratamentos e
trés repetigdes. Os tratamentos foram: (1) Controle; (2) Biochar produzido a partir do
engaco da uva (GSB); (3) Biochar originado do subproduto da fermentacdo da uva. (GFB);
4. Trichoderma aureoviride (T. aureoviride); 5. Trichoderma hamatum (T.hamatum); 6.
Biochar engaco da uva + Trichoderma aureoviride (GSB+Ta); 7. Biochar engaco da uva +

Trichoderma hamatum (GSB+Th); 8. Biochar fermentacdo da uva +Trichoderma
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aureoviride (GFB+Ta); 9. Biochar fermentacdo da uva+ Trichoderma hamatum
(GFB+Th).

4.2.2 Producao e caracterizacdo do biochar

Os biochars foram produzidos por meio de pir6lise utilizando ramos de uva (GSB) e
residuos de fermentagdo de uva (GFB), ambos gerados como subprodutos da producgéo de
vinho. Esses residuos foram obtidos de uma vinicola localizada na regido semiarida do
Brasil, onde o experimento de campo foi conduzido (Figura 9). O processo de pir6lise foi

realizado a 400 °C por 12 horas em condicGes limitadas de oxigénio.

Figura 9- Mapa da area experimental vinicola vale das colinas, Garanhuns, PE.
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Os teores dos nutrientes (Ca, Mg, Al, Fe, Mn e Zn) nos biochars foi determinado por
espectrometria de emissdo 6tica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), enquanto
K e Na foram medidos por fotometria de chama, sendo as amostras previamente submetidas
a digestdo acida, de acordo com o método de cinzas secas sugerido por Enders e Lehmann

(2012), com algumas modificacBes. Apos a digestéo acida, o conteudo de P foi determinado
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pelo método colorimétrico do acido molibdovanadofosforico (MAPA). A caracterizacdo

quimica dos dois biochars é apresentada na Tabela 4.

Tabela 4- Caracterizacdo quimica dos biochars de engaco e fermentacdo da uva Malbec.

Atributos Unidade Biochar engaco da uva Biochar fermentacao da

quimico uva
pH H20 10.44 10.28
CEC mmol/dm? 9.0 107.9
C g kgt 332.2 142.8
N g kgt 7.4 21.7
C/N - 44.8 6.6
P g kg 11.8 7.6
K g kg 82.0 51.9
Ca g kg 13.2 6.8
Mg g kgt 3.6 2.0
Na g kgt 4.6 4.5
Si g kgt 1.2 0.1
Fe mg kg! 5055.9 796.0
Cu mg kg! 26.8 29.9
Mn mg kg! 118.8 57.0
Zn mg kg! 182.8 263.2
B mg kg! 29.0 20.1

O pH foi determinado em agua na proporgao de 1:2,5; CTC (Capacidade de Troca Catidnica) foi medida a
pH 7,0; P disponivel foi determinado como fosforo disponivel; Ca - célcio trocavel; Mg - magnésio trocavel;
Na - sddio trocavel; K - potassio trocavel.

4.2.3 Preparo e inoculagdo dos Trichoderma

Utilizamos dois isolados: Trichoderma aureoviride URM 5158 (Ta) e Trichoderma
hamatum URM 6656 (Th). Ambos isolados foram obtidas da Colegéo de Culturas URM
(https://www.ufpe.br/micoteca/). Os inoculantes de Trichoderma foram cultivados em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de &gar batata dextrose e incubados
em um incubador B.O.D. por 7 dias a 30 °C. Os inoculantes foram preparados de acordo
com o método descrito por Silva et al. (2022), e ajustados para manter uma concentracao
de 10° esporos mL™%. Cada biochar foi individualmente inoculado com a concentragdo de
esporos descrita acima, acrescido de 100 ml de &gua destilada e em seguida aplicado e
incorporado no solo. A concentracdo de biochar utilizada foi utilizada abaixo da dose de
2%, considerada como limite para uso do biochar em solos agricolas (NOVOTNY et al.,
2015).
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4.2.4 Amostragem de solo e analise quimica

Para a avaliacdo das propriedades quimicas do solo, as amostras foram coletadas na
camada de 0 a 10 cm de profundidade, proxima as raizes das plantas. O pH foi determinado
em agua 1:2,5, os teores de fosforo disponivel, sodio (Na*) e potassio (K*), foram extraidos
utilizando o método Mehlich-1, conforme descrito pela Teixeira (2017). A determinacéo
do fésforo foi realizada por espectrofotometria, seguindo o método de Braga e Defelipo
(1947), enquanto os teores de Na* e K* foram determinados por fotometria de chama. O
carbono organico total (COT) do solo foi determinado pelo método de combustéo seca,

utilizando uma mufla, de acordo com a metodologia proposta por Teixeira (2017).

4.2.5 Biomassa microbiana e Atividades Enziméaticas

O carbono da biomassa microbiana (CBM)foi extraido pelo método da irradiacéo,
descrito por Mendonga e Matos (2005). A extracdo da biomassa seguiu 0s protocolos
proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al. (1988), utilizando K,SO, 0,5 M como
extrator. A determinacdo do CBM foi realizada por colorimetria, conforme descrito por
Bartlett e Ross (1988).

As atividades das enzimas fosfatase acida (EC 3.1.3.2), e alcalina (EC 3.1.3.1), foram
avaliada usando p-nitrofenil fosfato dissédico como substrato, incubado por 1 hora a 37°C,
e o p-nitrofenol produzido foi medido a 420 nm (TABATABAI; BREMNER, 1969). A
atividade potencial da B-glucosidase (EC 3.2.1.21) foi determinada com p-nitrofenil -
glucopiranosideo como substrato, incubado por 1 hora a 37°C, e o p-nitrofenol resultante
foi quantificado espectrofotometricamente a 400 nm (EIVAZI; TABATABAI, 1988).
Arilsulfatase (EC 3.1.6.1) foi medida apds a liberagdao do p-nitrofenol, quando o solo foi
incubado com solugdo de p-nitrofenil sulfato de potassio (SPENCER, 1958). E urease (EC
3.5.1.5), foi determinada usando ureia como substrato, incubada por 2 horas a 37°C, e o

amonio produzido foi medido espectrofotometricamente a 690 nm.

4.2.6 Avaliacéo da produtividade das uvas
A produtividade das uvas foi analisada com base em trés parametros: (1) producéo por
planta, representada pela quantidade de uvas colhidas por videira (kg/planta), sendo cada

unidade experimental equivalente a uma planta, totalizando 27 unidades experimentais; (2)
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numero total de cachos produzidos por planta; e (3) peso médio dos cachos (kg/cacho).
Esses indicadores permitiram uma avaliacdo detalhada do desempenho produtivo das

videiras submetidas aos diferentes tratamentos.

4.2.7 Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados utilizando o software R v.4.2.3. A analise de variancia
(ANOVA) foi realizada em blocos inteiramente casualizado, com nove tratamentos, uma
variedade de uva (Malbec), e trés repeticdes, totalizando um universo amostral de 27
parcelas. A suposicdo de normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk, e as médias
das variaveis com variancias significativas foram comparadas pelo teste de Tukey (HSD).
Um nivel de significancia de 5% (a. = 0,05) foi adotado para todos os testes estatisticos. A
Anélise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para explorar correlacfes entre

variaveis e influéncias dos tratamentos, utilizando os recursos do pacote ‘factoextra’ do R.

4.3 Resultados

4.3.1 Alteracgdes nas propriedades quimicas e microbioldgicas do solo

Os atributos quimicos e bioldgicos do solo diferiram entre as aplicacdes de
Trichoderma spp. e biochar (Fig. 10 e 11). A aplicacdo de biochar GSB + T. hamatum
aumentou o pH do solo em 12,22% (Fig. 10a). Enquanto, a aplicagcdo de GSB resultou em
aumento de 4,68% no fosforo e 86,70% no teor de potéssio. Além disso, o conteddo de
carbono organico total aumentou 60,73% em comparacéo ao controle (Fig. 10). A aplicacéo
de biochar, tanto isoladamente quanto em combinacdo com Trichoderma, afetou
significativamente o carbono da biomassa microbiana. O aumento maior pronunciado foi
registrado no tratamento GFB + T. hamatum, atingindo impressionantes 569,23%, (Fig
10e).
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Figura 10- Atributos quimicos e bioldgicos do solo submetido a diferentes fontes de
biochar e isolados de Trichoderma e cultivado com videiras da cultivar Malbec.
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a) pH, b) Na, ¢) P, d) K, e) Carbono da biomassa microbiana (MBC), f) Carbono orgénico do solo (SOC).
Diferencas significativas entre os tratamentos sdo indicadas por letras minusculas diferentes (p < 0,05).
Tratamentos: controle (Ctrl); biochar de bagaco de uva (GSB); biochar de fermentacdo de uva (GFB);
Trichoderma aureoviride URM 5158 (Ta); *Trichoderma hamatum* URM 6656 (Th); GSB combinado com
T. aureoviride (GSB.Ta); GSB combinado com T. hamatum (GSB.Th); GFB combinado com T. aureoviride
(GFB.Ta); e GFB combinado com T. hamatum (GFB.Th).

As atividades enzimaéticas absolutas do solo responderam de forma distinta as
diferentes fontes de biochar e a presenca de Trichoderma. A aplicacdo de GFB aumentou
significativamente a atividade da fosfatase cida em 38,76% (Figura 11a), enquanto o0 GSB
promoveu aumentos de 20,80% na atividade da fosfatase alcalina (Figura 11b) e 59,61%
na atividade da arilsulfatase (Figura 11d). Além disso, a atividade da urease mostrou

aumento de 37,62% em comparagéo ao controle (Figura 11e).
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Figura 11- Atividades enzimaticas absolutas do solo submetido a diferentes fontes de
biochar e isolados de Trichoderma, cultivado com plantas de uva da cultivar Malbec.
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a) Fosfatase acida, b) Fosfatase alcalina, c) B-glucosidase, d) Arilsulfatase, €) Urease. Diferengas
significativas entre os tratamentos sdo indicadas por letras mindsculas diferentes (p < 0,05). Médias seguidas
de um ou mais asteriscos (*) diferiram significativamente de outros tratamentos de acordo com o teste de
Dunnett. Tratamentos: controle (Ctrl); biochar de bagaco de uva (GSB); biochar de fermentagdo de uva
(GFB); Trichoderma aureoviride URM 5158 (Ta); Trichoderma hamatum URM 6656 (Th); GSB combinado
com T. aureoviride (GSB.Ta); GSB combinado com T. hamatum (GSB.Th); GFB combinado com T.
aureoviride (GFB.Ta); e GFB combinado com T. hamatum (GFB.Th).
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O solo tratado com GFB exibiu aumento significativo em atividades enzimaticas
especificas por unidade de carbono da biomassa microbiana (Figura 12). Essa descoberta
sugere que a aplicacdo de biochar derivado de residuos da fermentacdo do vinho pode
aumentar a atividade microbiana do solo, melhorando a eficiéncia da decomposic¢éo da

matéria organica e do ciclo de nutrientes.
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Figura 12- Atividades enzimaticas especificas por unidade de carbono orgéanico do solo
(SOC) em solo submetido a diferentes fontes de biochar e isolados de Trichoderma e
cultivado com plantas de uva da cultivar Malbec

V]
o
(]

@

‘: 5 =, 215 = 571
Q a Q Q
511
3, S 8 = an
° o o 4 414 42
o 3 a 21 o S
z 301 z 18 z 344
- a5 o 8 iz [
o E 154 154 442 2
2oil22 211 243 241 E ’ j21 =2 223
g ab ab ab ab 176 4g2 g1 o SR
B 1 1.28 ab b 3 @,
k=) 4 a
5:’ o < 0 % o
B E & £ 8 £ £ 8 & T g f £ 8 & E 3§ § TP & £ B £ £ § £
g 9 B 2 © B 2 35 E g ¢ @ 2 © g 2 3 B 5 Y @ @ © @ @ 5 ¥
8 e i 8 8 3 § 3 £ 5 8 8 § § S & 6 o & § &
3 = 3 = S
d " ) )
-~ g eﬁ
: 7.87 = 047
8 8 0.15 a
@D g o
(=) o
@ 515 =
2 464 4.96 45 T 0.10
o4 = 0.09
ES oy 3 :"’; Oa%: 0.08 o7 007 ab oo7
Q Q 005 ab o0 L' ab ab
O 27 2.26 2.26 o] b
2 173 @,
- @
5! e
<, > 000

Control
GFBA
GFB.Ta
GFB.Th4
GSBA
GSB.Taq
GSB.Th
T.aureoviride 4
T.hamatum
Control
GFB
GFB.Ta
GFB.Th{
GSB
GSB.Ta{
GSB.Th
T.aureoviride 4
T.hamatum

a) Fosfatase acida/ SOC, b) Fosfatase alcalina/ SOC, c¢) beta-glicosidase/ SOC, d) Aril-sulfatase/ SOC, e)
Urease/ SOC. Diferencas significativas entre os tratamentos s&o indicadas por diferentes letras mindsculas (p
< 0,05). Médias seguidas por um ou mais asteriscos (*) diferiram significativamente do tratamento adicional
de acordo com o teste de Dunnett. Tratamentos: controle (Ctrl); biochar de peddnculo de uva (GSB); biochar
de fermentacéo de uva (GFB); Trichoderma aureoviride URM 5158 (Ta); Trichoderma hamatum URM 6656
(Th); GSB combinado com T. aureoviride (GSB.Ta); GSB combinado com T. hamatum (GSB.Th); GFB
combinado com T. aureoviride (GFB.Ta); e GFB combinado com T. hamatum (GFB.Th).

A combinagdo de GSB + T. aureoviride levou a redugéo tanto no numero de cachos
quanto no peso total do cacho por planta. Em contraste, a maior contribuicdo para a
produtividade foi observada com a aplicacdo isolada de T. hamatum, com aumento de
51,20% no numero de cachos e 121,14% no peso total do cacho em comparacgéo ao controle
(Fig. 13aeb).
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Figura 13- Produtividade de videiras Malbec cultivadas em solo tratado com diferentes
fontes de biochar e isolados de Trichoderma.
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a) Numero de cachos de uva; b) Peso total do cacho por planta. Diferengas significativas entre os tratamentos

sdo indicadas por diferentes letras mindsculas (p < 0,05). Médias seguidas por um ou mais asteriscos (*)
diferiram significativamente do tratamento adicional de acordo com o teste de Dunnett. Tratamentos: controle
(Ctrl); biochar de pedunculo de uva (GSB); biochar de fermentacéo de uva (GFB); Trichoderma aureoviride
URM 5158 (Ta); Trichoderma hamatum URM 6656 (Th); GSB combinado com T. aureoviride (GSB+Ta);
GSB combinado com T. hamatum (GSB+Th); GFB combinado com T. aureoviride (GFB+Ta); e GFB
combinado com T. hamatum (GFB+Th).

A Andlise de Componentes Principais (PCA) revelou influéncia de diferentes
biochars e Trichoderma nas varidveis de produtividade da uva, bem como nos atributos
quimicos e biologicos do solo (Figura 14). Os componentes principais (PC1 e PC2)
explicaram 29,15% e 21,9% da variancia total, respectivamente (Figura 14a). De forma
geral, os efeitos dos tratamentos foram distintamente agrupados em diferentes clusters em
comparacao com o tratamento controle. No entanto, os solos que receberam o tratamento
com GSB+Th apresentaram a maior correlacdo com as variaveis de produtividade da uva,
posicionando-se no mesmo quadrante da biomassa microbiana do solo. Por outro lado, o0s
solos tratados com apenas GFB mostraram correlacfes mais fortes com as variaveis mais
sensiveis, alinhando-se com todas as atividades enzimaticas especificas por unidade de
carbono da biomassa microbiana. As atividades enzimaticas especificas por unidade de

carbono da biomassa microbiana foram as mais sensiveis para explicar a variabilidade dos
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dados (Figuras 14b e c), demonstrando que essas enzimas sdo mais sensiveis do que as
enzimas absolutas.

Figura 14- Andlise de Componentes Principais (PCA) das variaveis de planta e solo tratadas
com diferentes fontes de biochar e isolados de Trichoderma em videiras de Malbec.
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a) Biplot dos componentes principais. b) Correlagdo das varidveis com 0s componentes principais. c)
Contribuicdo das variaveis para explicar as diferencas observadas. Tratamentos: controle (Ctrl); biochar de
sarmentos de uva (GSB); biochar fermentacdo da uva (GFB); Trichoderma aureoviride URM 5158 (Ta);
Trichoderma hamatum URM 6656 (Th); GSB combinado com T. aureoviride (GSB+Ta); GSB combinado
com T. hamatum (GSB.Th); GFB combinado com T. aureoviride (GFB+Ta); e GFB combinado com T.
hamatum (GFB.Th). Carbono da biomassa microbiana (MBC), Carbono organico do solo (SOC), Atividades
enzimaticas absolutas: Fosfatase &cida (Acid.P), Fosfatase alcalina (Alk.P), Beta-glucosidase (Beta),
Arilsulfatase (Ary), Urease (Ure), Nimero de cachos de uva (NGB), Peso total de cachos (WGB) por planta.
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4.4 Discussao

Este estudo investigou o potencial da aplicacdo de biochar e Trichoderma nas
propriedades quimicas e bioldgicas de um solo cultivado com uvas Malbec. Os biochars
estudados, derivados de residuos da producdo de vinho, melhoraram efetivamente a
qualidade do solo e a produtividade das uvas Malbec. Os resultados mostraram que o
biochar GSB+Th contribuiu para uma maior produtividade das uvas, enquanto o biochar
GFB favoreceu as variaveis mais sensiveis do solo, especificamente as atividades
enzimaticas por unidade de biomassa microbiana. Esses achados estdo em alinhados com a
hipbtese principal de que o biochar produzido a partir de residuos agricolas é eficaz no
aprimoramento da produtividade do solo e das caracteristicas do solo (HE et al., 2021;
IWUOZOR et al., 2023; ARAUJO et al., 2025), pois reutiliza residuos que poderiam ser
considerados passivos ambientais e oferece um destino sustentavel.

A aplicagdo de ambos os biochars, isoladamente ou em combinagdo com
Trichoderma, aumentou o pH do solo cultivado com uvas Malbec, conforme esperado e
em concordancia com estudos anteriores (ABHISHEK et al., 2022;YUAN et al., 2023; JIA
et al., 2024). Esse aumento no pH € atribuido a natureza alcalina da maioria dos biochars,
cuja superficie reativa sofre protonacdo, resultando na acumulagdo de cargas positivas
(HERRMANN et al., 2019). Da mesma forma, os teores de Na, P e K no solo tenderam a
aumentar com a aplicacdo de biochar. Esse aumento tem sido associado tanto a composicao
do biochar, que contém esses nutrientes em sua estrutura, quanto a sua alta capacidade de
troca cationica, que favorece a retencdo e liberacdo desses elementos no solo
(FOULADIDORHANI et al., 2023). Além disso, a estrutura porosa do biochar pode atuar
como um reservatério de nutrientes, reduzindo as perdas por lixiviacdo e aumentando a
disponibilidade de nutrientes para as plantas ao longo do tempo (WEI et al., 2020).

Os resultados deste estudo confirmam que a aplicacdo de biochar € uma estratégia
eficaz para melhorar a fertilidade do solo e aumentar a disponibilidade de nutrientes
essenciais para o crescimento das plantas. Além disso, essa pratica se destaca como uma
abordagem agricola sustentavel e adaptada as mudancas climaticas, contribuindo para a
reducdo das emissOes de gases de efeito estufa (NAZIN et al., 2025). No entanto, a
magnitude desses efeitos pode variar de acordo com a taxa de aplicacdo, o tipo de biomassa

utilizada na producdo do biochar e as caracteristicas do solo (COSTA et al.,2024).
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Neste estudo, a aplicacdo de biochar em combinagdo com isolados de Trichoderma
resultou em um aumento do carbono organico do solo (SOC). Esse incremento
desempenhou um papel fundamental na melhoria das propriedades bioldgicas do solo,
fornecendo uma fonte de carbono mais estavel para a microbiota, o que, por sua vez,
estimulou a atividade enzimatica e o metabolismo microbiano (SINGH et al., 2022).

Enzimas extracelulares sdo indicadores sensiveis da mineraliza¢do do carbono (B-
glucosidase), nitrogénio (urease), fosforo (fosfatase acida) e enxofre (arilsulfatase),
fornecendo informacgdes sobre possiveis alteracbes no status bioquimico do solo
(BARBOSA et al., 2024) e refletindo rapidamente mudancas na fertilidade e no
funcionamento bioldgico do solo. Derivadas principalmente da biomassa microbiana, essas
enzimas catalisam reacfes bioquimicas essenciais para 0 ciclo de nutrientes e a
decomposicdo da matéria organica (LUO et al.,2020). Neste estudo, a aplicacdo de ambos
os biochars combinados com isolados de Trichoderma estimulou a atividade enzimatica do
solo. Esse efeito pode ser atribuido ao aporte de carbono e outros nutrientes presentes na
composi¢do do biochar, resultando no aumento da atividade, especialmente da -
glucosidase, uma das enzimas-chave do ciclo do carbono (COSTA et al., 2024). Estudos
anteriores relataram que a aplicacdo de biochar ao solo aumenta a disponibilidade de
carbono labil ou libera compostos organicos que podem servir como substrato para
intensificar a atividade dessas enzimas no solo (SILVA et al., 2022, MEDEIROS et al.,
2023; BARROS et al., 2024).

A atividade das enzimas fosfatase acida, fosfatase alcalina e urease foi influenciada
pelo tipo de biochar e pelo isolado de Trichoderma. Esse efeito pode ser explicado pela
capacidade do biochar de adsorver fosfatos soltveis no solo, reduzindo sua disponibilidade
para plantas e microrganismos. Em resposta, hd um aumento na producéo de fosfatases,
enzimas responsaveis por liberar fosforo da matéria organica (MARTINS et al., 2023).
Além disso, a alta area superficial do biochar pode potencializar esse efeito ao aumentar a
retencdo de fosforo e, consequentemente, estimular a atividade enzimatica no solo para
compensar essa limitacdo (LUO et al., 2024).

Como esperado, nosso estudo demonstrou que 0 uso de biochar, com ou sem
Trichoderma, aumentou todas as atividades enzimaticas por unidade de biomassa
microbiana e algumas atividades enzimaticas por unidade de carbono organico do solo, em
concordancia com estudos anteriores (SILVA et al., 2022; XU et al., 2020). As atividades
enzimaticas especificas sdo consideradas indicadores mais sensiveis, pois refletem a

contribuicdo dos microrganismos e do carbono organico do solo (SOC) para a atividade
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enzimatica (STONE et al., 2014; XU et al., 2020). Em comparacdo com as atividades
enzimaticas absolutas, as atividades especificas apresentam vantagens, pois eliminam a
forte covariancia com SOC e carbono da biomassa microbiana (MBC), padronizam
diferencas nos teores de SOC e MBC e expressam caracteristicas microbianas baseadas em
substancias organicas (RAIESI; BEHESHTI, 2014). Notavelmente, a analise multivariada
mostrou que as atividades enzimaticas especificas foram mais sensiveis para detectar
mudangas nas propriedades do solo e na produtividade das plantas (Figura 6), indicando
um efeito positivo dessa interagdo ao combinar os beneficios do Trichoderma com o
biochar.

A aplicacdo isolada de T. hamatum foi mais eficaz no aumento da produtividade
das uvas. Esse efeito pode ser atribuido a capacidade do Trichoderma de atuar como
promotor de crescimento vegetal, estimulando o desenvolvimento das plantas por meio da
producdo e regulacdo de fitohormoénios. Além de influenciar a prépria sintese hormonal da
planta, Trichoderma pode secretar diretamente hormonios ou fornecer precursores para a
biossintese de fitohormoénios essenciais, como parte dos mecanismos benéficos da
interacdo Trichoderma-planta (GUZMAN — GUZMAN et al., 2019). Outro fator chave é o
impacto positivo de Trichoderma no sistema radicular, promovendo um maior volume e
densidade de raizes, o que melhora a absor¢do de gua e nutrientes do solo (VERMA et al.,
2024). Esses achados destacam o potencial de T. hamatum como um biostimulante eficiente
para 0 aumento da produtividade e qualidade das uvas, refor¢ando sua aplicabilidade em
sistemas agricolas sustentaveis.

Esses achados sdo particularmente interessantes, pois combinam os beneficios bem
estabelecidos do biochar, amplamente utilizado na agricultura sustentavel, com as
vantagens dos fungos Trichoderma. Essa interacdo pode contribuir para a preservacdo de
fungdes microbianas essenciais, como a supressdao de patdgenos e a promocdo do
crescimento vegetal por meio de diferentes mecanismos ( MEDEIROS et al., 2021). Como
amplamente reconhecido, a manutencdo da funcionalidade microbiana tem um impacto
direto no desempenho das plantas. Dessa forma, a reutilizacdo de residuos agricolas para a
producédo de biochar representa uma alternativa sustentavel para os produtores, reduzindo
a dependéncia de insumos externos e, ao mesmo tempo, melhorando a saude do solo e a

produtividade das culturas.
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4.5 Conclusodes

Este estudo demonstra que a coaplicacdo de biochar derivado de residuos agricolas
e Trichoderma spp. melhorou tanto a produtividade da uva Malbec quanto a satde do solo.
O biochar produzido a partir de engacos de uva e inoculado com Trichoderma hamatum
aumentou significativamente a produtividade da uva, enquanto o biochar derivado de
residuos da fermentacdo da uva promoveu maiores atividades enzimaticas, especialmente
a atividade enzimatica especifica por unidade de biomassa microbiana. Ambos os tipos de
biochar mostraram-se altamente eficazes na melhoria da fertilidade do solo, da atividade
microbiana e da disponibilidade de nutrientes. Esses achados sdo particularmente
relevantes para a viticultura, oferecendo uma alternativa sustentavel para melhorar a satde
do solo e a produtividade das culturas, reduzindo a dependéncia de insumos externos. Além
disso, os efeitos conjunto entre biochar e Trichoderma destacam seu potencial como uma
estratégia agricola inteligente para lidar com os desafios climaticos. Este € um dos
primeiros estudos a avaliar o biochar derivado de residuos da vinificagdo em combinagéo
com Trichoderma para a melhoria da qualidade do solo e da produtividade da videira. No
entanto, sdo necessarias mais pesquisas para explorar diferentes composicdes de biochar,
avaliar os impactos de longo prazo na dindmica microbiana do solo e analisar a viabilidade

econdmica em aplicagdes em larga escala.



83

Referéncias

ABHISHEK, K.; KUMAR, S.; SINGH, R. K.; RANJAN, R.; SINGH, A. P. Biochar
application for greenhouse gas mitigation, contaminants immobilization and soil fertility
enhancement: A state-of-the-art review. Science of The Total Environment, v. 853, p.
158562, 2022. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2022.158562.

ARAUJO, I. S.; SOUZA, R. M.; OLIVEIRA, A. M.; LIMA, D. F.; SILVA, P. R.;
SANTQOS, M. D. Biochar and plant growth-promoting bacteria boost chemical and
biological properties of semiarid soil in cowpea. Soil Systems, v. 9, p. 19, 2025. DOI:
10.3390/s0ilsystems9010019.

ASGHAR, W.; KATAOKA, R. Effect of co-application of Trichoderma spp. with
organic composts on plant growth enhancement, soil enzymes and fungal community in
soil. Archives of Microbiology, v. 203, n. 7, p. 4281-4291, 2021. DOI:
10.1016/j.stress.2024.100455.

BARBOSA, F. L. A.; BARROS, J. A.; MARTINS FILHO, A. P.; COSTA,D. P;
VIEIRA, A. P. Seasonal responses of soil microbial biomass C and enzymatic activity
comparing no-tillage and integrated crop-livestock systems. European Journal of Soil
Biology, v. 121, p. 103628, 2024. DOI: 10.1016/j.ejsobi.2024.103628.

BARBOSA, F. L. A.; COSTA, R. M.; BARROS, J. A.; MARTINS FILHO, A. P,
VIEIRA, A. P.; ARAUJO, E. R. et al. Potential of biochar to restoration of microbial
biomass and enzymatic activity in a highly degraded semiarid soil. Scientific Reports, v.
14,n. 1, p. 26065, 2024. DOI: 10.1038/s41598-024-77368-9.

BARROS, J. A. de.; MARTINS FILHO, A. P.; COSTA, D. P.; VIEIRA, A. P.; ARAUJO,
E.R.; LOPES, M. H. L.; SOUZA JUNIOR, J. H. de; SILVA, M. M.da; HAMMECKER,
C.; MEDEIRQS, E. V. de. Residual effect of biochar on microbial biomass and enzyme
activities of soil cultivated with grape varieties: a two-year field assessment. Revista
Brasileira de Geografia Fisica, Recife, v. 17, n. 4, p. 2284-2293, 2024. DOI:
10.26848/rbgf.v17.4.p2284-2293.

BARTLETT, R. J.; ROSS, D. S. Colorimetric determination of oxidizable carbon in acid
soil solutions. Soil Science Society of America Journal, v. 52, n. 4, p. 1191-1192, 1988.
DOI: 10.2136/sssaj1988.03615995005200040055xX.

BRAGA, J. M.; DEFELIPO, B. V. Determinacao espectrofotométrica de fésforo em
extratos de solo e material vegetal. Revista Ceres, Vigosa, v. 21, n. 113, p. 73-85, 1974.

BRAZILIAN AGRICULTURAL RESEARCH CORPORATION (EMBRAPA).
Brazilian Soil Classification Systemb5th ed. Brasilia, DF: Embrapa; 2018.

CONTRERAS-CORNEJO, H. A.; GALVAN, G. A;; GOMEZ, M. S.; HERRERA-
ESTRELLA, A. Mechanisms for plant growth promotion activated by Trichoderma in
natural and managed terrestrial ecosystems. Research in Microbiology, v. 281, p.
127621, 2024. DOI: 10.1016/j.micres.2024.127621.

COSTA, R. M.; ARAUJO, E. M. B,; SILVA, D. E. 0.; ROCHA, S. M. B.; BONIFACIO,
A.; SOUSA, R. S.; PEREIRA, A. P. de ARAUJO; MEDEIROS, E. V. de; SAGRILO, E.;
OLIVEIRA JUNIOR, J. O. L. de; SOUZA, H. A. de; ARAUJO, A. S. F. Seasonal
responses of soil microbial biomass C and enzymatic activity comparing no-tillage and
integrated crop-livestock systems. European Journal of Soil Biology, [S.1.], v. 121,
jun. 2024.DOI: https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2024.103628



84

EIVAZI, F.; TABATABAI, M. A. A. Glucosidases and galactosidases in soils. Soil
Biology and Biochemistry, v. 20, p. 601-606, 1988. DOI: 10.1016/0038-
0717(88)90141-1.

ENDERS, A.; LEHMANN, J. Comparison of wet-digestion and dry-ashing methods for
total elemental analysis of biochar. Communications in Soil Science and Plant
Analysis, v. 43, p. 1042-1052, 2012. DOI: 10.1080/00103624.2012.656167.

FOULADIDORHANI, M.; SHAYANNEJAD, M.; MOSADDEGHI, M. R;;
SHARIATMADARI, H.; ARTHUR, E. Biochar, manure and superabsorbent improve the
physical quality of saline-sodic soil under greenhouse conditions. Soil Science Society of
America Journal, v. 87, n. 5, p. 1003-1017, 2023. DOI: 10.1002/saj2.20538.

GHODAKE, G. S.; YADAV, R.; CHOUDHARY, V.; GAUR, R.; SINHA, A.; MISHRA,
A. Review on biomass feedstocks, pyrolysis mechanism and physicochemical properties
of biochar: State-of-the-art framework to speed up vision of circular bioeconomy. J
Clean Prod.; v. 297, p. 126645, 2021. DOI: 10.1016/j.jclepro.2021.126645.

GIFFARD B, AVELINE A, DETRAIN L, VAN CAPELLEN P, ALAVOINE G,
COLLET S, GAUTIER M, HANNACHI S, BERARD A, LE DIZES S, TESSIER D.
Vineyard management and its impacts on soil biodiversity, functions, and ecosystem
services. Front Ecol Evol. V. 10, p.850272, 2022.DOI:
doi.org/10.3389/fev0.2022.850272.

GUZMAN-GUZMAN P, PORRAS-TRONCOSO MD, OLMEDO-MONFIL V,
HERRERA-ESTRELLA A. Trichoderma species: versatile plant symbionts.
Phytopathology.v.109 p. 6-16, 2019.DOI: doi.org/10.1094/PHYTO-07-18-0218-RVW

HE, M.; LI, L.; LIU, X.; ZHANG, H.; ZHANG, W.; WANG, J. A critical review on
performance indicators for evaluating soil biota and soil health of biochar-amended soils.
J Hazard Mater. 2021; 414:125378. DOI: doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.125378

HERRMANN, L.; WONG, M. T.; PHIPHATTANAPRECH, S.; HONGWANG, R.;
Impact of biochar application dose on soil microbial communities associated with rubber
trees in Northeast Thailand. Sci Total Environ. 2019; 689:970-9. DOI:
doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.06.441

ILLESCA, M.; LOPEZ-LEON, R.; GARCIA-BRAVO, C.; BERMUDEZ, R.; LOPEZ-
GARCIA, A.; GARCIA, J. Phytohormone Production Profiles in Trichoderma Species
and Their Relationship to Wheat Plant Responses to Water Stress. Pathogens.
2021;10(8):991. DOI: doi.org/10.3390/pathogens10080991

IWUOZOR, K. O.; NWACHUKWU, E. O.; UMOH, I. A.; OKE, S. O,;
OLUWASEGUN, 0. O. Unlocking the hidden value of pods: A review of
thermochemical conversion processes for biochar production. Bioresour Technol Rep.
2023; 22:101488. DOI: 10.1016/j.biteb.2023.101488

JIA, A LI J.; WANG, H.; ZHAO, Y.; LIU, M.; Biochar enhances soil hydrological
function by improving the pore structure of saline soil. Agricultural Water
Management, 2024 v. 306, p. 109170. DOI: doi.org/10.1016/j.agwat.2024.109170

KANDELER E, GERBER H. Short-term assay of soil urease activity using colorimetric
determination of ammonium. Biol Fert Soils. 1988; 6:68—-72. DOI:
https://doi.org/10.1007/BF00257924



85

KREDICS, L.; KOVACS, T.; VASARHELYI, T.; FARKAS, T.; SZEGEDI, E.; HAJDU,
P.; SZEGEDI, S. Recent advances in the use of Trichoderma-containing multicomponent
microbial inoculants for pathogen control and plant growth promotion. World J
Microbiol Biotechnol. 2024;40(5):162. DOI: doi:10.1007/s11274-024-03965-5.

KURNIAWAN T A, OTHMAN M H D, LIANG X, GOH H H, GIKAS P. Challenges
and opportunities for biochar to promote circular economy and carbon neutrality. J.
Environ Manage. 2023; 332:117429. DOI: doi.org/10.1016/j.jenvman.2023.117429.

LIN, G.; ZHANG, W.; LI, H.; WANG, L.; ZHAO, X.; YANG, Y. Improving agricultural
productivity with biochar: Evaluating feedstock patterns and quality. Bioresour Technol
Rep. 2025;102059. DOI: doi.org/10.1016/j.marpolbul.2024.116623

LIU, B.; LI, X.; ZHANG, W.; LIU, J.; WANG, Y.; LI, Z.; ZHU, X. Isolation of
Trichoderma from the rhizosphere soil of Syringa oblata in Harbin and its biocontrol and
growth-promoting functions. Microbiol Res. 2020; 235:126445. DOI: doi:
10.1016/j.micres.2020.126445.

LUO G, XUE C, JIANG Q, XIAQO Y, ZHANG F, GUO S. Soil microbial populations in
the carbon, nitrogen, and phosphorus cycles and their resistance to global changes depend
on the soil C: N:P stoichiometry. MSystems, 2020 5(3):e00162-20 DOI:
doi.org/10.1128/msystems.00162-20

LUO, X.; WANG, Y.; LI, X.; ZHANG, X.; LIU, X.; CHEN, W.; LI, F.; LIU, L.; LIU, Q.;
MIAOQ, J.; ZHENG, H. The addition of corn straw biochar increased phosphorus
availability in a salt-affected coastal soil under conditions of different inputs of halophytic
litter and moisture levels. Science of The Total Environment, v. 908, p. 168355, 2024.
DOI: 10.1016/j.scitotenv.2023.168355.

MARQUES, C. A.; SANTOS, L. L.; SOUZA, L. G.; COSTA, R. L.; OLIVEIRA, F. J;
PEREIRA, J. M.; SILVA, T. S.; MORAIS, R. D. Biochar production with sugarcane
straw (Saccharum sp.) Res Soc Dev. 2022;11(1): €31211124675. DOI: doi:10.33448/rsd-
v11i1.24675.

MARTINS FILHO, A. P.; FRANCA, R. F.; MEDEIROS, E. V.; SILVA, R. O.; COSTA,
D. P.; SIMOES, L. R.; SOUZA, C. A. F.; LIMA, J. R. S.;; HAMMERCKER, C.;
ARAUJO, A. P. Biochar in different topsoil type as alternative for increase the cassava
development and soil quality. 2023, v. 16, p. 1813-1822.DOI: doi.org/10.26848/rbgf.

MEDEIRQOS, E. V.; COSTA, D. P.; SILVA, E. L. D.; FRANCA, A. F.; LIMA,J.R. D,;
HAMMECKER, C.; MENDES, L. W.; PEREIRA, A. P. A.; ARAUJO, A. S. F. Biochar
and Trichoderma as an eco-friendly and low-cost alternative to improve soil chemical and
biological properties. Waste and Biomass Valorization, 2023. DOI: 10.1007/s12649-
023-02240-2.

MEDEIRQOS, E. V.; DUDA, G. P.; SANTOS, L. A.R.; LIMA, J. R. S.; ALMEIDA-
CORTEZ, J. S.; HAMMECKER, C.; LARDY, L.; COURNAC, L. Soil organic carbon,
microbial biomass, and enzyme activities responses to natural regeneration in a tropical
dry region in Northeast Brazil. Catena, v. 151, p. 137-146, 2017. DOI:
10.1016/j.catena.2016.12.012.

MEDEIRQCS, E. V.; SANTOS, A. R.; OLIVEIRA, L. G.; ALMEIDA, A. F.; SILVA, P.
R.; SOUZA, J. M. Biochar and Trichoderma as an eco-friendly and low-cost alternative
to improve soil chemical and biological properties. Waste Biomass Valorization. 2023.
DOI: doi:10.1007/s12649-023-02240-2.



86

MEDEIROS, E. V.; SILVA, R. F.; PEREIRA, G. D.; ARAUJO, A. S. F.;
HAMMECKER, C.; MENDES, L. W. Biochar as a strategy to manage plant diseases
caused by pathogens inhabiting the soil: a critical review. Phytoparasitica, v. 49, n. 4, p.
713-726, 2021. DOI: 10.1007/s12600-021-00887-y.

MENDONCA E.D.S, MATOS E.D.S. Matéria organica do solo: Métodos de analises
(In Portuguese). 2005.

NAZIM, M.; GHAFOOR, A.; HUSSAIN, A.; TABASSUM, M.; NAWAZ, A.; AHMAD,
M. Biochar as a Climate-Smart Agricultural Practice: Reducing Greenhouse Gas
Emissions and Promoting Sustainable Farming. Phyton - International Journal of
Experimental Botany, v. 94, n. 1, p. 65-99, 2025. DOI: 10.32604/phyton.2025.058970.

NOVOTNY, ETELVINO HENRIQUE; MAIA, CLAUDIA MARIA BERTOLINI DE
CARVALHO; CARVALHO, MARCO TULIO DE MELLO; MADARI, BEATA EVA.
BIOCHAR: pyrogenic carbon for agricultural use — a critical review. Revista Brasileira
de Ciéncia do Solo, [S.L.], v. 39, n. 2, p. 321-344, abr. 2015. DOI:
10.1590/01000683rbcs20140818.

PALANSOORIYA, K. N.; ALI, M.; HARTONO, A.; KUMAR, P.; TSANG, D.C. W,;
ZHANG, M.; OK, Y. S. Response of microbial communities to biochar-amended soils: a
critical review. Biochar. 2019; 1:3-22. DOI:10.1007/s42773-019-00009-2

POVEDA J, MILLEN M.R, BAILEY A.M. Analise de Trichoderma as an effective
biocontrol agent against honey fungus (Armillaria spp.). Biol Control. 2024;
188:105424. DOI: 10.1016/j.biocontrol.2023.105424

R CORE TEAM. R: A language and environment for statistical computing. Vienna: R
Foundation for Statistical Computing; 2023. Available from: https://www.r-
project.org/.

RAIESI F, BEHESHTI A. Soil specific enzymatic activity more clearly shows the soil
responses to rice husk cultivation than absolute enzymatic activity in primary forests of
northwestern Iran. Appl Soil Ecol. 2014; 75:63-70. DOI:
10.1016/J.APSOIL.2013.10.012

RAMIREZ-VALDESPINO, C. A.; CASAS-FLORES, J. S.; OLMEDO-MONFIL, V. G.
Trichoderma as a model to study effector-like molecules. Frontiers in Microbiology,
v. 10, p. 1030, 2019. DOTI: 10.3389/fmicb.2019.01030.

RAZZAGHI F, OBOUR P.B, ARTHUR E. Does biochar improve soil water retention? A
systematic review and meta-analysis. Geoderma. 2020; DOI: doi: 361:114055.
/10.1016/j.geoderma.2019.114055

RUAN, G.; LI, X.; ZHANG, Z.; LIU, X.; WANG, Y.; ZHANG, Y.; ZHANG, L. A
review of the current status of nitrogen self-doped biochar applications. J Environ Chem
Eng. 2025:115291. DOI: doi: 10.1016/j.jece.2025.115291.

SILVA, E. O.; MEDEIROS, E. V.; DUDA, G. P.; LIRA JUNIOR, M. A.; BROSSARD,
M.; OLIVEIRA, J. B.; SANTOS, U. J.; HAMMECKER, C. Seasonal effect of land use
type on soil absolute and specific enzyme activities in a Brazilian semi-arid region.
Catena, v. 172, p. 397-407, 2019. DOI: 10.1016/j.catena.2018.09.007.

SILVA,J. A. T,; SILVA, L. M.; PEREIRA, G. B,; LIMA, A.R.; SANTOS, T. T,;
PINTO, J. E. Trichoderma aureoviride URM 5158 and Trichoderma hamatum URM 6656
are Biocontrol Agents that act against Cassava Root rot through different Mechanisms. J
Phytopathol. 2016;164(11-12):1003-1011. DOI: doi.org/10.1111/jph.12521



87

SILVA, J. S.; COSTA, L. B.; MENDES, L. W.; SANTOS, L. L.; SILVA,A.G;
PEREIRA, M. J. Biochar and Trichoderma aureoviride URM 5158 as alternatives for the
management of cassava root rot. Appl Soil Ecol. 2022; 172:104353. DOI:
doi.org/10.1016/j.aps0il.2021.104353

SINGH, H.; KUMAR, S.; SINGH, A.; PATEL, M.; AGARWAL, N.; VERMA, P.;
SHARMA, S. Biochar applications influence soil physical and chemical properties,
microbial diversity, and crop productivity: a meta-analysis. Biochar 2022;4(1):8. DOI:
doi.org 10.1007/s42773-022-00138-1

SOMBRA, K. E. S.; SILVA, E. F. DA; SILVA, T. S.; VASCONCELOQS, A. A;;
FERREIRA, E. A.; SANTOS, E. P. S.; FREITAS, D. F.; LAVOR, W. K. B.; SANTO, A.
E.; CUNHA, M. L.; DIAS, N. S. Biochar: Recovery of an Important Tool in Soil
Management. Rural Extension in Focus: Support for Family Farming, Entrepreneurship,
and Innovation.. Guaruja, SP: Editora Cientifica Digital, v. 1, p. 136-145, 2020. DOI:
https://doi.org/10.37885/200600383

SPENCER, B. Studies on sulphatases. XX. Enzymic cleavage of aryl hydrogen sulphates
in the presence of H,130. Biochemical Journal, London, v. 69, n. 1, p. 155-159, maio
1958.

STONE MM, DEFOREST JL, PLANTE AF. Changes in extracellular enzyme activity
and microbial community structure with soil depth at the Luquillo Critical Zone
Observatory. Soil Biol Biochem. 2014; 75:237-47. DOI:
doi.org/10.1016/j.s0ilbi0.2014.04.017

TABATABAI MA, BREMNER JM. Use of p-nitrophenyl phosphate for assay of soil
phosphatase activity. Soil Biol Biochem. 1969; 1:301-7. DOI:
https://doi.org/10.1016/0038-0717(69)90012-1

TATE, K. R.; ROSS, D. J.; FELTHAM, C. W. A direct extraction method to estimate soil
microbial C: effects of experimental variables and some different calibration procedures.
Soil Biology & Biochemistry, v. 20, p. 329-335, 1988.

TEIXEIRA, A.; MARTINS, V.; MANSO, J.; CORREIA, S.; FERREIRA, A. R.;
FONTES, N.; GRACA, A.; GEROS, H. Exploring the influence of cover crops with
native plant species on soil and berry microbiota in a Moscatel Galego vineyard:
implications for sustainable viticulture. Science of The Total Environment, v. 380, p.
109384, 2025. DOI: 10.1016/j.scitotenv.2022.160184.

TEIXEIRA, A.; MARTINS, V.; MANSO, J.; CORREIA, S.; FERREIRA, A. R,;
FONTES, N.; GRACA, A.; GEROS, H. Exploring the influence of cover crops with
native plant species on soil and berry microbiota in a Moscatel Galego vineyard:
Implications for sustainable viticulture. Agriculture, Ecosystems & Environment, v.
380, p. 109384, 2025. DOI: 10.1016/j.agee.2024.109384.

TEIXEIRA, J. F. V.; CAMPOS, A.L.; SALDANHA, E. P Manual de Métodos
Quimicos de Analise de Solos, Embrapa, 2017.

VANCE, E. D.; BROOKES, P. C.; JENKINSON, D. S. An extraction method for
measuring soil microbial biomass C. Soil Biology and Biochemistry, Oxford, v. 19, n. 6,
p. 703707, 1987.



88

VERMA, ISHA; SONI, SUMIT K.; SINGH, POONAM C. Trichoderma produces methyl
jasmonate-rich metabolites in the presence of Fusarium, showing biostimulant activity
and wilt resistance in tomatoes. Plant Physiology and Biochemistry 2024, v. 215, p.
108953. DOI: doi.org/10.1016/j.plaphy.2024.108953

WANG, C.; ZHANG, X.; LI, W.; LI, Y.; LIU, X.; ZHAO, Y.; YANG, X. Biochar alters
soil microbial communities and potential functions 3—4 years after amendment in a
double rice cropping system. Agric Ecosyst Environ. 2021; 311:107291. DOI:
doi.org/10.1016/j.agee.2020.107291

WANG, H. X.; HUANG, X. Q.; ZHOU, Y. H.; LIU, J. H.; GUO, L. L.; ZHAO, J;
CHEN, X.; ZHENG, H. L. Trichoderma gamsii strain TC959 with comprehensive
functions to effectively reduce seedling damping-off and promote growth of pepper by
direct and indirect action mechanisms. Journal of Integrative Agriculture, 2024. DOI:
10.1016/j.jia.2024.02.003.

WEI, M.; LI, W.; ZHANG, H.; L1, Y.; YU, Z,; LI, J.; WANG, Q. Biochar inoculated with
Pseudomonas putida improves grape (Vitis vinifera L.) quality and alters bacterial
diversity. Rhizosphere. 2020; 16:100261. DOI: doi.org/10.1016/j.rhisph.2020.100261

WOO, S. L.; REYES, J. M.; GOMEZ, R.; RAMOS, A. A.; PEREZ, J. F.; FERNANDEZ,
M. A. Trichoderma: a multipurpose, plant-beneficial microorganism for eco-sustainable
agriculture. Nat Rev Microbiol. v. 21(5), p.312-326, 2023. DOI: doi:10.1038/s41579-
022-00819-5.

XU, H.; QU, Q.; LU, B.; LI, P.; XUE, S.; LIU, G. Response of soil specific enzyme
activity to vegetation restoration in the Loess hilly region of China. Catena, v. 191, p.
104564, 2020. DOI: 10.1016/j.catena.2020.104564.

YEOMANS JC, BREMNER JM. A rapid and precise method for routine determination of
organic carbon in soil. Commun Soil Sci Plant Anal. V.19(13), p.1467-1476. 1988.
DOI: doi.org/10.1080/00103628809368027

YUAN, Y.; LIU, Y.; WANG, X.; ZHANG, J.; ZHOU, Q. Biochar as a sustainable tool to
improve the health of salt-affected soils. Soil & Environmental Health, v. 1, n. 3, p.
100033, 2023. DOI: https://doi.org/10.1016/j.seh.2023.100033

ZHANG, M.; LI, Z.; WANG, F.; WANG, M.; SHEN, J.; L1, Y.; ZHU, Q.; WU, J. Impact
of biochar on the antibiotic resistome and associated microbial functions in the
rhizosphere and bulk soil of rice fields under water-saving and flooded irrigation.
Environ Pollut. v.342, p. 123026. 2024. DOI: doi.org/10.1016/j.envpol.2023.123026

ZHOU, YONGCHUN; LI, DANYANG; LI, ZHENGLONG; GUO, SIBO; CHEN,
ZHIMIN; WU, LIULIN; ZHAO, YAN. Effects of aged biochar additions at different
addition ratios on soil greenhouse gas emissions. Sci Total Environ. p.176914. 2024.
DOI: .org/ 10.1016/j.scitotenv.2024.176914.

ZOU, C,; LI, X,; LIU, X.; WANG, Z.; WANG, X.; LI, J.; LIU, J. Effects of pyrolysis
temperature and atmosphere on grinding properties of semicoke prepared from Shenmu
low-rank coal. J Anal Appl Pyrolysis. v. 173, p.106059, 2023. DOI: doi:
10.1016/j.jaap.2023.106059.



89

5. CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas apresentadas ressaltam o potencial da aplicacdo conjunta de biochar
derivado de residuos da vinificagdo e Trichoderma spp. como estratégia eficaz para
melhorar a qualidade do solo e a produtividade da videira. Os resultados apontam
beneficios significativos, como o aumento do armazenamento de carbono, o
enriquecimento da diversidade fungica, a melhora na fertilidade do solo e no metabolismo
microbiano. O uso de diferentes tipos de biochar influenciou positivamente tanto a estrutura
da comunidade microbiana quanto a atividade enzimatica e a produtividade da uva Malbec.
No entanto, reforca-se a necessidade de estudos de longo prazo e avaliagdo da viabilidade
econdmica, visando maximizar os beneficios agrondmicos e ambientais dessas praticas

sustentaveis, sem comprometer a biodiversidade do solo.



