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RESUMO

FARIAS, CHRISTYAN PAIVA. Fungos promotores do crescimento vegetal e da
fitorremediacdo de metais pesados em combina¢ido com biochar. 2018. 93 p.
Disserta¢ao (Mestrado em Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia — MG'.

A busca por medidas sustentaveis para melhorar e suprir a demanda por alimentos que o
crescimento populacional exige, aliado a escassez de terras produtivas, além do acimulo
excessivo de metais no ambiente devido a atividades como mineragdo e aplicagdo de
fertilizantes no solo, foram as duas problematicas que motivaram o presente estudo. O
uso de fungos promotores do crescimento vegetal: Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum ¢ Trichoderma
asperella, pode tanto vir a influenciar o aumento da produtividade como potencializar a
fitorremediacdo de metais pesados no solo. Esses fatos sao explicados pela capacidade do
consorcio fungico de sintetizar e induzir as plantas a produzir fitohormonios direcionados
para o melhor desenvolvimento das raizes do hospedeiro. O maior desenvolvimento de
raizes pode estimular a fitoextragdo de metais do solo e conferir tolerancia das plantas a
contamina¢do. Na intencdo de avaliar a influéncia dos fungos no desenvolvimento das
plantas, foram realizados tratamentos das sementes de soja ¢ milho e aplica¢do na parte
aérea da cultura da cana-de-agtcar. J4 para analisar a influéncia desses organismos no
processo de fitorremediacdo de Cu, Zn e Mn em colunas de solos cultivados com
Jacaranda mimosifolia D. Don, os fungos foram inoculados no solo ¢ na parte aérea das
plantas. Todos os tratamentos tiveram 6 repeticdes e suas médias foram submetidas a
analise de variancia e teste de média ao nivel de 5% de probabilidade. O consorcio
fingico condicionou o crescimento de raizes de soja e milho, aumentou a colonizagao
micorrizica arbuscular em soja e cana-de-actcar. No jacaranda, os fungos melhoraram o
desenvolvimento de raizes e parte aérea, maior acimulo de Mn e Zn na planta, melhor
translocacdo de Mn e Zn das raizes para a parte aérea, além de diminuir o estresse
fisiologico. Além disso, a aplicacdo conjunta de fungos e biochar nas mudas proporciona
protecao a sua atividade fotossintética e reduz o risco ambiental de contaminacao por
metais por diminuir o total de Cu, Mn e Zn lixiviado. O biochar foi adquirido por meio
da pirdlise lenta do residuo do beneficiamento da madeira de eucalipto e aplicado
superficialmente no solo. Com isso, esse estudo mostrou que os fungos utilizados
apresentam potencial para colaborar com o aumento da produtividade de culturas
comerciais e colaborar com a melhoria na remediacao de solos contaminados com ions
metalicos.

Palavras-chave: Condicionadores do solo. Fungos endofiticos. Entomopatogénicos.
Fitoextra¢do. Contaminag¢ao por metais pesados. Lixiviagdo de metais.

' Orientador: Lucas Carvalho Basilio de Azevedo - UFU.



ABSTRACT

FARIAS, CHRISTYAN PAIVA. Fungi promoting plant growth and
phytoremediation of heavy metals in combination with biochar. 93 p. Dissertacao
(Mestrado em Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia
~MG?.

The search for sustainable measures to improve and meet the demand for food that
population growth requires, combined with the scarcity of productive land, in addition to
the excessive accumulation of metals in the environment due to activities such as mining
and application of soil fertilizers, were the two problems that motivated the present
study. The use of fungi plant growth promoters: Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Pochonia  chlamydosporia, Purpureocillium  lilacinum and Trichoderma
asperella can both influence on increasing productivity as the phytoremediation of heavy
metals in the soil. These facts are explained by the capacity of the fungal Consortium to
synthesize and induce plants to produce phytohormone targeted for the better
development of the roots of the host. The further development of roots can stimulate
phytoextraction of metals from the soil and give plants tolerance to contamination. In
order to evaluate the influence of fungi on the development of plants, were done seed
treatments of soybeans and corn and application in aerial part of the culture of sugar
cane. To analyze the influence of these organisms in the process of phytoremediation of
Cu, Zn and Mn in soil columns cultivated with Jacaranda mimosifolia D. Don, fungi were
inoculated in soil and aerial part of plants. All treatments had 6 reptitions and their
averages were subjected to analysis of variance and average test at 5% probability. The
fungal consortium has conditioned the growth of roots of soybeans and corn, mycorrhizal
colonization increased in soybeans and sugar cane. In jacarand4, fungi have improved the
development of roots and shoots, greater accumulation of Mn and Zn in plant, best of Mn
and Zn translocation from roots to shoots, in addition to decrease physiological stress. In
addition, the joint application of fungus and biochar in seedlings provides protection to
photosynthetic activity and reduces the risk of environmental contamination by metals by
decreasing the amount of Cu, Mn and Zn leached. The biochar was acquired through the
slow pyrolysis of the eucalyptus wood processing residue and applied superficially to the
soil. With that, this study showed that fungi used present potential to contribute to the
increased productivity of commercial crops and contribute to the improvement in the
remediation of soils contaminated with metal ions.

Keywords: Soil conditioners. Endophytic fungi. Entomopathogenic. Phytoextraction.
Heavy metal contamination. Leaching of metals.

2 Advisor: Lucas Carvalho Basilio de Azevedo - UFU.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Novos métodos para intensificar a produgdo de alimentos no mundo devem ser
propostos. O intuito principal € suprir a elevada demanda, instituida pela explosdo populacional
nos ultimos tempos (DUBEY et al., 2016). Apesar de que seja de conhecimento a crescente
producao de alimentos nas ultimas décadas (FAOSTAT, 2011; PINGALI, 2012), ela ¢
primordialmente baseada no uso de fertilizantes, pesticidas e melhoramento genético das
culturas (AHMAD et al., 2012; MANNION; MORSE, 2012). Esse sistema de producao,
baseado no uso de insumos, pode ocasionar impactos negativos ao ambiente (PARMESAN;
YOHE, 2003).

Uma opg¢ao para aumentar a produtividade agricola de forma mais natural ¢ a utilizagao
de microrganismos, como os fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV). Esses fungos
sdo capazes de infectar insetos e microrganismos maléficos as culturas, colonizarem tecidos
vegetais e promover o crescimento das plantas (SASAN; BIDOCHKA, 2012; MARTINEZ-
MEDINA et al., 2014; BARELLI et al., 2016). A promoc¢ao do crescimento ¢ dependente da
interagdo da planta com os fungos, podendo envolver produgdo de fitohormonios,
indisponibilizacdo de espécies quimicas toxicas, controle de pragas e doencgas, interagdo com
microrganismos benéficos, como os fungos micorrizicos arbusculares, e solubilizacdo de
nutrientes (JUNG et al., 2012; OGGERIN et al., 2013; LIAO et al., 2014).

Outro desafio a ser solucionado ¢ a contaminagdo de ambientes por metais pesados. Essa
contaminagdo ¢ consequéncia do crescente uso de metais pesados dentro dos processos
industriais, principalmente devido a evolugdo tecnoldgica, iniciada na primeira revolucao
industrial (PAZ-FERREIRO et al., 2014; DIXIT et al., 2015). Os metais se acumulam em
diferentes ambientes no planeta, seja por fontes naturais, como meteorizacdo de minerais,
atividade vulcanica e erosdo, e/ou por fontes antropogénicas, como mineragdo, galvanoplastia,
aplicacdo recorrente de alguns pesticidas, trafego de automoveis, dentre outras (WUANA;
OKIEIMEN, 2011).

Diversas técnicas fisico-quimicas foram desenvolvidas para remediacdo de solos
contaminados com ions metalicos, como a vitrificagdo in situ, solidificacao e lavagem do solo.
Todavia, os efeitos negativos gerados ao ambiente, como a gerag¢ao de subprodutos prejudiciais
ao meio (ALL; KHAN; SAJAD, 2013; FOMINA; GADD, 2014), e o alto custo de implantacao

tornam essas técnicas inviaveis em muitos casos (THAKUR; SHARMA, 2015). Dentro desse



contexto, a fitorremediagdo surge como uma alternativa interessante de remediacdo de solos
com presenca de metais pesados, visto que essa técnica proporciona menor impacto ao
ambiente. Nessa remediacdo, as plantas acumulam e estabilizam os metais nas raizes ou na
parte aérea, tornando possivel a retirada deles do solo (THAKUR et al., 2016).

Uma das formas de incrementar a retirada de metais pesados utilizando plantas, ¢é
condicionar o meio para o melhor crescimento delas, com o uso dos FPCV e da adi¢do do
biochar ao solo (produto provindo da pir6lise da matéria organica a elevadas temperaturas). Os
FPCV proporcionam uma melhoria na fitoextracao de ions metéalicos do solo, pelo fato de
favorecerem o aumento do sistema radicular (MACIA-VICENTE et al., 2009b; JABER;
ENKERLLI, 2016). Esse aumento de raizes ¢ relatado como resultado da regulacao de sintese de
fitohormonios pelos fungos (LIAO et al., 2014) e pelas plantas hospedeiras (MACIA-
VICENTE et al., 2009a; MARTINEZ- MEDINA et al., 2014). Ja o biochar colabora com o
melhor crescimento das plantas pelo fato de ser considerado uma fonte de nutrientes e ainda
apresentar efeitos benéficos no enriquecimento na diversidade de microrganismos do solo
(SOLAIMAN et al., 2010).

Baseado no exposto, o presente estudo tem dois objetivos: (1) avaliar o crescimento
vegetal e a coloniza¢do micorrizica arbuscular da cana-de-agucar, milho e soja sob tratamento
de aplicacdo de cinco FPCV; e (2) analisar a absor¢do de Cu, Mn e Zn em colunas de solo por
mudas de Jacarandd mimoso sob inoculo de FPCV e aplicagdode biochar. Ambos os

experimentos foram realizados em casa-de-vegetagao.



2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Fungos Promotores do Crescimento Vegetal (FPCV)

Fungos entomopatogénicos sdo caracterizados como biopesticidas, pelo fato de
parasitarem insetos, porém, também propiciam o desenvolvimento das plantas e incrementam
a produgao de culturas (LACEY, 2015). Além de infectar insetos, existem diversos fungos que
apresentam a capacidade de infectar, matar e digerir nematoides, sendo chamados de fungos
nemat6fogos (NORDBRING- HERTZ; JANSSON; TUNLID, 2006). Alguns desses sdo
localizados na regido entorno das raizes de cultura de significativa importancia, ja outros
possuem a capacidade de colonizarem tecidos das raizes (LOPEZ-LLORCA et al., 2006).

Assim, além de infectar insetos, nematoides e outros fungos, alguns deles também
colonizam tecidos de plantas e podem trazer outros beneficios ao vegetal (BIDOCHKA, 2012;
BARELLIetal., 2016). Esses fungos sdo denominados de endéfitos pelo potencial de colonizar
tecidos vegetais internos ao decorrer de todo ou parte do seu ciclo de vida (JABER; ENKERLI,
2016). Uma hipodtese para a existéncia dessa associacdo € a de que a colonizagao nas raizes por
fungos patogénicos de insetos foi uma adaptacdo como alternativa de sobrevivéncia para a falta
de um inseto hospedeiro (HU; ST LEGER, 2002). Essa associacdo pode trazer melhor
desenvolvimento vegetal e melhoria na nutricdo de N e fotossintatos aos fungos endofiticos,
em uma provavel relacdo de intercambio de metabolitos ainda ndo compreendida totalmente.

Dentre os poucos estudos que focam na interagdo direta entre os fungos endofitos
entomopatogénicos € a planta hospedeira, a maioria concentra-se em documentar que essa
simibiose gera beneficios contra pragas e doencas (QUESADA-MORAGA; LOPEZ-DIAZ;
LANDA, 2014). No entanto, ha indica¢des de que os mecanismos de promog¢ao de crescimento
vegetal podem ser proprios de cada interagdo isolado flingico-planta, mas pode envolver
combate as pragas e doengas, producao de fitohormonios, complexacao e indisponibilizacao de
espécies quimicas toxicas, interacdo com microrganismos benéficos e solubilizagdo de
nutrientes (JUNG et al., 2012; OGGERIN et al., 2013; LIAO et al., 2014).

Para alguns fungos promotores de crescimento vegetal, ha certa documentagao cientifica
da sua biologia e efeitos em insetos, pragas e plantas, como por exemplo: Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma
asperella (LOPEZ; SWORD, 2015; ABDELRAHMAN et al., 2016; ESCUDERO et al., 2016;
MARRI et al., 2016).



2.1.1 Metarhizium e Beauveria

2.1.1.1 Entomopatogenia, colonizacao do tecido vegetal e beneficios

Os fungos do género Metarhizium spp. sdo capazes de intoxicar insetos e
microrganismos patogénicos devido a producdo de metabolitos secundarios (CAROLLO et al.,
2010). Esses metabolitos incluem compostos como as destruxinas, que € um composto
semelhante a citocalasina e furasina (GIBSON et al., 2014). Similarmente, o fungo Beauveria
produz a beauvericina, que ¢ antibacteriana, anti-fingica e possui competéncia de inibir a
atividade de insetos (WANG; XU, 2012).

A colonizagdo e estabelecimento de uma simbiose eficiente depende da adesdo do fungo
a superficie da planta. Um exemplo dessa necessidade de se aderir a superficie do vegetal pode
ser visto no fungo Metarhizium robertsii, onde sua ligacdo as raizes dependem de uma adesina
vegetal codificada por um gene presente em seu DNA (WANG; ST. LEGER, 2007). Quando
o fungo entra na planta, ele deve evitar o sistema de defesa dela, uma vez que ele pode causar
a morte do fungo. No entanto, fungos endéfitos e outros colonizadores de raizes de plantas
conseguem se comunicar com a planta e estabelecer a associagdo (BARELLI et al., 2016).

Para Beauveria, o foco maior na pesquisa ¢ em relagdo a sua aptiddo de colonizar os
tecidos vegetais (JABER; ENKERLI, 2016). A dupla funcionalidade (patogénese de insetos e
colonizacdo de raizes de plantas) dos fungos Metarhizium e Beauveria sugere que eles infectam
insetos na inten¢do de adquirir nitrogénio e transferir para as plantas que estdo hospedadas
(BEHIE; BIDOCKA, 2014). Com isso, as plantas possuem alguma forma de readquirir o
nitrogénio perdido na a¢ao de organismos herbivoros. Os fungos recebem carbono na forma de
fotossintatos. Isso tem importancia porque o carbono no solo € principalmente de fontes
recalcitrantes e pouco disponiveis (BARELLI et al., 2016).

Alguns beneficios relatados do fungo Metarhizium sao a promog¢do do crescimento de
plantas, incremento da produgdo primdria dos sistemas agricolas e prote¢do contra insetos e
patogenos (BARELLI et al., 2016). Um efeito bem comum ¢ sobre o desenvolvimento das
raizes. Um aumento significativo de raizes laterais e formagdes de pelos radiculares foi
identificado em plantas tratadas com fungos do género Metarhizium, quando comparado com
plantas nao tratadas (SASAN; BIDOCKA, 2012). Segundo Sasan e Bidocka (2012), a
colonizacdo da raiz de gramas por fungos Metarhizium robertsii, leva a um expressivo
crescimento do sistema radicular, que por sua vez, pode resultar em uma maior interagdo entre

hifas dos fungos e raizes das plantas.



2.1.2 Trichorderma e Purpureocillium lilacinum

Para os fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) do género Trichoderma
foram propostos varios mecanismos que explicam o crescimento em tamanho € o aumento da
resisténcia das plantas a doengas (MARTINEZ- MEDINA et al., 2014). Dentre eles, pode-se
citar a interacdo do fungo com a produgdo de hormdnios de crescimento da planta, como a
auxina e acido abscisico (RAGHAVENDRA et al., 2010; SIMON; PETRASEK, 2011) e
também do acido 1-carboxilico- 1- aminociclopropano (ACC) deaminase (MARTINEZ-
MEDINA et al., 2014). Essa enzima reduz a concentragdo de ACC, que ¢ um precursor na
metabolizagcdo do etileno (horménio que ajuda as plantas a sobreviverem em condi¢do de
estresse) (HAN et al., 2015).

O fungo entomopatogénico e endofito Purpureocillium lilacinum produz substancias
poliméricas extracelulares, que apresentam sitios interfaciais ativos. Por meio desses sitios, esse
fungo consegue adsorver e complexar espécies de metais aquosas dissolvidas, induzindo a
nucleacdo e precipitacdo de minerais (OGGERIN et al., 2013), protegendo assim as plantas do
estresse gerado pelos ions metélicos toxicos (MISHRA; SINGH; ARORA, 2017). Além disso,
esse fungo produz o fitohormdnio &cido indolacético, e ainda apresentam varias atividades
antifiingicas, como a producdo de amonia e de enzimas hidroliticas, capazes de degradarem as
paredes celulares dos fungos fitopatogenos (CAVELLO et al., 2015).

Fungos do género Trichoderma sdo utilizados, usualmente, com a finalidade de
combater diferentes patdgenos de culturas e para impulsionar o desenvolvimento das plantas
(LORITO et al., 2010). A maioria dos estudos com o fungo estd voltada para a fun¢do de
biocontrole de pragas, com foco principalmente no papel das enzimas produzidas, tais como
proteases € quitinases, € nos antibioticos envolvidos nos processos de micro-parasitismo
(VITERBO et al., 2002). Além disso, o Trichoderma melhora o sistema de defesa vegetal pela
interacao planta e fungo (MARTINEZ- MEDINA et al., 2013).

Foi relatada a produgdo de acido jasmonico (AJ), acido salicilico (AS) e 4cido abscisico
(ABA) pelas plantas, na presenga do Trichoderma que estdo relacionados com o aumento da
tolerancia da planta a condigdes estressantes (CONTRERAS- CORNEJO et al., 2011). O acido
abscisico € o hormonio que tem como fun¢do promover o crescimento e desenvolvimento das
plantas no frio, seca, em ambientes salinos, ou seja, em situagdes de estresse.

O ABA esté relacionado ao aumento da resisténcia das plantas contra o estresse abiotico
(RAGHAVENDRA et al., 2010). Em estagios inicias, onde a concentracdo do fungo ¢ maior,

incrementos na produc¢do de acido jasmonico e salicilico podem ocorrer, o que leva a entender



que a resposta inato-imune das plantas depende do tempo de interagdo e da concentracdo dos
hospedeiros fungicos (BROTMAN et al., 2012; HERMOSA et al., 2013). A produgao de acido
jasmonico (AJ) e acido salicilico (AS) na presenga de fungos benéficos, fornece a planta uma
resposta mais eficiente ao ataque de patdgenos, portanto propiciando um sistema imunologico

melhor (CONRATH et al., 2006).

2.1.3 Pochonia chlamydosporia

O fungo Pochonia chlamydosporia coloniza a rizosfera e as raizes das plantas (MACIA-
VICENTE et al., 2009a; ESCUDERO; LOPEZ-LLORCA, 2012). Essa colonizacao tem efeito
sobre a sanidade vegetal. A presenca do fungo Pochonia chlamydosporia na rizosfera interfere
na invasao de nematoides nas raizes de tomate (TOBIN et al., 2008). A causa da reducdo da
invasdo de nematoides nas raizes pode ser a produg¢do de metabodlitos secundarios com
caracteristicas antifingicas e nematicidas (NIU et al., 2010) ou a agdo das proteases, que
apresentam potencial de combater nematoides (ESCUDERO; LOPEZ- LLORCA, 2012).

O P. chlamydosporia também pode melhorar a tolerancia a estresses ambientais. Fungos
endofitos como o P. chlamydosporia alteram o transcriptoma de plantas de cevada, fazendo
com que as plantas respondam ao estresse gerado por fatores bidticos e abioticos (SCHAFER
etal., 2009). O fungo Pochonia chlamydosporia, além de combater nematoides fitopatdgenicos
de (ESCUDERO; LOPEZ- LLORCA, 2012), também tem sido utilizado na promog¢do do
crescimento de plantas, como a alface (DIAS- ARIEIRA et al., 2011).

Em resposta a colonizagdo endofitica desses fungos, ¢ evidenciado, na planta, uma
expressdo de genes relacionados a biossintese e transporte de hormodnios de crescimento
(SCHAFER et al., 2009). Em plantas colonizadas pelo fungo, tem sido relatado incrementos na
formagdo de raizes laterais (ESCUDERO; LOPEZ-LLORCA, 2012), melhoria da fertilidade
(MACIA-VICENTE et al., 2009b) e tolerancia das plantas aos nematoides (ESCUDERO;
LOPEZ-LLORCA, 2012). Portanto, a colonizacao de raizes por Pochonia chlamydosporia
proporciona prote¢do contra agentes patogénicos, como fungos e nematoides, e promocao do

crescimento vegetal (MACIA-VICENTE et al., 2009b).



2.1.4 Influéncia dos FPCV na simbiose entre raizes e fungos micorrizicos arbusculares

(FMA)

Os FMA além de contribuirem na melhora da estabilidade do solo e da aquisi¢ao de
nutrientes para as plantas (SMITH et al., 2010), também influenciam na ciclagem de nutrientes
no ambiente (RILLIG; MUMMEY, 2006). A interacao entre plantas ¢ os FMA ¢ mediada pelo
balanco hormonal dentro da planta, sendo que o acido jasmoénico (AJ), acido salicilico (AS) e
4cido abscisico (ABA), influenciam em tal relagdo simbiética (BLILOU; OCAMPO; GARCIA-
GARRIDO, 1999; BALLARE, 2011, JUNG et al., 2012). Compostos como o AJ podem
preparar a planta para receberem tais fungos em questdo (WORRALL et al., 2011).

Em plantas hospedadas pelo fungo Trichoderma foram identificados produgdo de AlJ,
AS e ABA, que estdo relacionados com o aumento da tolerancia da planta a condigdes
estressantes (CONTRERAS- CORNEJO et al., 2011; MARTINEZ- MEDINA et al., 2011). AJ
e ABA foram vistos com possiveis reguladores da interagdo entre fungos micorrizicos e raizes
de plantas (CONRATH et al., 2006; BALLARE, 2011; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2011;
MARTINEZ-MEDINA et al., 2011; LEON- MORCILLO et al., 2012; JUNG et al., 2012).

O éacido abscisico ¢ o hormonio que tem como fun¢do promover o crescimento €
desenvolvimento das plantas no frio, seca, em ambientes salinos, ou seja, em situagdes de
estresse. Portanto, esse hormonio esté relacionado ao aumento da resisténcia das plantas contra
o estresse abidtico (RAGHAVENDRA et al., 2010). Alguns isolados de Trichoderma sao
conhecidos por produzir ACC deaminase, o que reduz a disponibilidade do ACC necessario
para a biossintese de etileno (VITERBO et al., 2010). Em um experimento com tomates
alterados geneticamente para ndo sintetizarem ABA, e comparando com plantas nao
modificadas, verificou-se que a intensidade de colonizagdo nas raizes por FMA e abundancia
de arbusculos formados foram reduzidas drasticamente (HERRENA-MEDINA et al., 2007).
Uma das explicagdes para tal acontecimento ¢ de que o ABA afeta negativamente a produgao
de etileno, sendo que esse Ultimo foi mostrado como um agente que afeta negativamente a
colonizacdo por FMA nas raizes (FRACETTO et al., 2013).

Além disso, em plantas de Medicago truncatula alteradas geneticamente para
sintetizarem menores quantidades de AJ, houve a redugdo na quantidade de FMA que
colonizaram as raizes e também nos arbusculos (ISAYENKOV et al., 2005). Em sua revisao,
Hause et al. (2007) sugerirarm supostos mecanismos do AJ que colaboram na simbiose entre
FMA, dentre eles a indugdo na sintetizagdo de flavonoides, que sdo sinais de estimulo para

colonizagdo (HARRISON, 1999) e reorganizacdo do citoesqueleto microtubular apos a



colonizacdo das raizes por FMA. Da mesma forma que foi observado essa reorganiza¢do do
citoesqueleto dos microtubulos ap6s a aplicagdo de AJ (MATSUKI et al., 1992), houve também
em raizes micorrizicas (GENRE; BONFANTE, 1998). E necessério ressaltar que em um
trabalho realizado por Gutjahr et al. (2015) em arroz, foi demonstrado que o AJ ndo foi algo
necessario na colonizagdo das raizes por FMA e que ele até torna-se prejudicial nessa simbiose,
se estiver em concentracdes altas, pois provavelmente induzem uma maior defesa das plantas.

Por outro lado, o AS mostrou ter possiveis efeitos negativos na coloniza¢ao micorrizica
em raizes de ervilha, onde niveis altos desse hormonio foram associados a baixa associagao de
micorrizas arbusculares (MA) (BLILOU; OCAMPO; GARCIA-GARRIDO, 1999). Em outro
estudo feito com plantas de tabaco, utilizando dois tratamentos diferentes, sendo um para
melhorar a producdo de AS e o outro para reduzir, verificou-se no inicio que nas plantas onde
foi mitigada a concentragdo do horménio em questdo, o grau de colonizagdo de FMA, em
termos de unidades de infeccdo e arbusculos, foi bem maior quando comparado ao outro
tratamento. Todavia € preciso ressaltar que niveis elevados de AS prorrogam o grau maximo
de colonizacao, mas nao afetam a capacidade maxima, pois no final do experimento verificou-

se semelhanca entre os mesmos (HERRERA- MEDINA et al., 2003).

2.1.5 FPCYV e fitorremedi¢do de solos contaminados com metais pesados

Os microrganismos do solo podem modificar os metais pesados de diferentes formas,
seja alterando sua toxicidade, mobilidade e solubilidade (GADD, 2010). No entanto, ¢
necessario destacar que diversos fatores influenciam na interagdo de microrganismos com
metais pesados, como, por exemplo, a concentracdo dos contaminantes em questdo e natureza
fisico-quimica do solo.

Para que ocorra a retirada pelas plantas, os ions metélicos precisam estar na solu¢do do
solo. Porém, a disponibilidade desses metais pode reduzir a eficiéncia da fitorremediagdo
devido ao aumento da toxicidade, que consequentemente inibe o crescimento dos vegetais.
Nesse contexto, os microrganismos da rizosfera, incluindo os FPCV (OGGERIN et al., 2013),
tétm o potencial de melhorarem a fitorremediagdo das seguintes formas: melhorando o
crescimento das plantas e aumentando a disponibilidade dos metais pelo fato de alterarem as
propriedades fisico-quimicas do solo, utilizando processos como a acidificagdo, complexacio,
precipitacdo e reagdes redox (MISHRA; SINGH; ARORA, 2017), aumentar o sistema radicular
das plantas (JABER; ENKERLI, 2016) e colaborar com o menor estresse fisioldgico das plantas

devido a manutenc¢ao do fotossistema II das folhas.



Quando em solo com pH 4cido, a adsor¢do e o aumento da biodisponibilidade dos metais
para as plantas sdo favorecidos (MERDY; GHARBI; LUCAS, 2009). Do mesmo modo, a
adsor¢ao ¢ dependente da liberacao de acidos organicos por microrganismos da rizosfera. Além
disso, foi relatado que FPCV da rizosfera podem aumentar a biodisponibilidade dos ions
metalicos para as plantas: o fungo Beauveria mostrou sintetizar dcidos organicos, promovendo

a solubilizagdo de cddmio, cobre, chumbo e zinco (FOMINA et al., 2005).

2.2 Biochar

2.2.1 Producado e caracteristicas

Biochar ¢ um produto da pirolise de matéria-prima a elevadas temperaturas (300-700°
C) na auséncia de oxigénio, que apresenta elevado teor de carbono estavel (70-80 %), sendo
resistente a decomposi¢do microbiana (LEHMANN; JOSEPH, 2009). O interesse pela sua
utilizagdo iniciou a partir de observagdes feitas nos solos de terra preta localizados na
Amazodnia, que apresentam niveis de fertilidade superiores quando comparados a solos
proximos, que ndo receberam adicao de Carbono organico (RENNER, 2007).

O material apresenta elevada area superficial, uma excelente porosidade (DOWNIE;
CROSKY; MUNROE, 2009), além de apresentar a capacidade de adsorver compostos de carga
negativa ou positiva, podendo apresentar carga superficial liquida, positiva ou negativa,
promovendo uma possivel redu¢do na lixiviacdo de contaminantes e nutrientes (LEHMANN et
al., 2003) e potencializado a adsor¢do de tais (CHENG et al., 2008). Os processos de adsor¢ao-
dessorcao, precipitagcdo-solubilizacao, dcido-base e reagdes redox, foram sugeridos por Joseph
et al. (2010) quando o biochar ¢ adicionado ao solo. O tipo e a taxa das interagdes dependem
de diversos fatores, tais como: fracdo mineral do biochar, condi¢des de pirdlise, granulometria
das particulas, propriedades do solo e condicdes do ambiente (temperatura, umidade)
(KUZYAKOV et al., 2009).

Quando a temperatura de pirdlise ¢ mais baixa, o biochar apresenta maior reatividade
nos solos por possuir uma estrutura menos condensada do carbono, além de contribuir mais
com a fertilidade do solo, por apresentar maior teor de nutrientes, quando comparado com um
biochar produzido a altas temperaturas (STEINBEISS; GLEIXNER; ANTONIETTI, 2009). Tal
material proporciona o aumento da disponibilidade de nutrientes basicamente por trés formas:
presenca de nutrientes intrinsecos ao produto, vinculado ao tipo de matéria-prima utilizada na

sua producdo e temperatura de pirdlise, a0 maior impedimento contra a lixiviagdo dos nutrientes



jé existentes no solo (LEHMANN et al., 2003) e também a uma possivel alteracdo na dindmica
dos microrganismos do solo, relacionados aos ciclos dos nutrientes (LEHMANN; RONDON,
2006).

De acordo com Joseph et al. (2010), apés um curto periodo em que o biochar ¢
acrescentado ao solo, as interagdes entre o biochar, microrganismos, solo e raizes das plantas
comecgam a acontecer. O biochar quando adicionado ao solo pode influenciar na diversidade e
quantidade de microrganismos do solo por meio da liberagdo de compostos organicos
responsaveis pelo crescimento microbiano (GRABER et al., 2010), pela retengao de nutrientes
presentes no solo (CORNELISSEN et al., 2005) e por servir de microhabitat para eles
(WARDLE; NILSSON; ZACKRISSON, 2008). No entanto, essas atribui¢des dependem da
matéria organica pirolisada, por exemplo, biochar produzido a partir de material lenhoso
apresenta elevada area de superficie e alta porosidade, servindo assim como local de estadia
para os microrganismos do solo (GRABER et al., 2010).

Outra forma da matéria pirolisada colaborar com o aumento da biomassa microbiana no
solo ¢ por meio do processo de adsor¢ao de compostos toxicos no solo, como o catecol, pois na
presenca dessas sustancias o crescimento microbiano ¢ afetado negativamente (CHEN et al.,
2009). A grande questdo ¢ que, além da adsor¢ao dessas substancias prejudiciais ao
desenvolvimento da comunidade de micrdbios do solo, também podem ser sorvidos compostos
de sinalizacdo como os flavonoides de leguminosas, criando barreiras para a formagdo de
noddulos (associagdo simbidtica entre leguminosas e bactérias do tipo rizobio) e de flavonoides
dos fungos micorrizicos arbusculares. Outro problema enfrentado, dentro desse contexto, € que
0s compostos toxicos podem retornar ao ambiente por meio da lixiviagdo, apos o

envelhecimento do biochar (LONE et al., 2015).

2.2.2 Efeitos do biochar no solo e promogdo do crescimento vegetal

Os possiveis beneficios de adi¢dao de biochar no solo sdo o aumento de carbono oxidavel,
minimizagdo da emissdo de 6xido nitroso (N20) em solos agricolas, promogao do estimulo da
atividade microbiana presente no solo, capacidade de sorcdo de pesticidas e nutrientes
(minimizando a posterior lixiviagdo dos mesmos), melhoria na agregacdo com consequente
aumento na retencdo da umidade do solo, e controle de doencas (LONE et al., 2015). Além
disso, ele pode ser usado no solo para promover o crescimento das plantas, pelo fato de
promover a fertilizacdo do solo e influenciar no aumento da diversidade dde microrganismos

do solo (SOLAIMAN et al.,, 2010). Segundo Blackwell et al. (2010) culturas onde sao
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adicionados biochar ao solo, apresentam melhora no rendimento com uma baixa aplicacdo de
fertilizantes.

A capacidade desse produto em aumentar a produtividade de solos com pH abaixo de
7,0 esta correlacionado com a melhoria na nutricdo das plantas, retengdo de umidade e
estimulacdo da atividade dos microrganismos do solo. Como exemplo, verificou- se um maior
rendimento da cultura de trigo, em termos de biomassa seca e fresca, quando foi adicionado
biochar em consorcio com a aplicagdo de fertilizante (BLACKWELL et al., 2015). Foi
verificada melhor eficiéncia no uso do fertilizante, ou seja, quando se adicionou a matéria
organica, que sofreu pirdlise, ao solo, se utilizou menos fertilizante para producdo de trigo
quando comparado ao controle. Esse fato pode estar relacionado com a maior colonizacao de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) nas raizes. Da mesma forma, a adi¢do de biochar ao
solo resultou em mudangas benéficas para as plantas, como a melhora significativa do sistema

radicular, em termos de comprimento ¢ massa (BREENNAN et al., 2014).

2.2.3 Biochar e metais pesados

Solos contaminados com diferentes contaminantes (metais pesados, metaloides e
organicos) apresentam um nivel de dificuldade grande de serem remediados, pois cada tipo de
contaminante pode exigir um tipo de tratamento especifico (SNEATH; HUTCHINGS; DE
LEIJ, 2013). Entretanto, o biochar por meio de suas propriedades, pode imobilizar metais
pesados por meio de interagdes eletrostaticas, adsorcdo superficial e precipitacao, e
contaminantes organicos por meio de parti¢do e sequestro (ZHANG X et al., 2013), além de
servirem de habitat para microrganismos com capacidade de degradarem compostos organicos.

Precipitacdo e adsor¢do especifica, consideradas como adsor¢do ndo eletrostética, e a
adsor¢ao eletrostatica sdo os principais mecanismos do biochar que contribuem para adsor¢ao
de metais pesados (TONG et al., 2011). A grande quantidade de grupos funcionais acidos no
biochar gera cargas negativas em sua superficie e proporcionando uma excelente capacidade de
troca de cations (JIANG et al., 2012).

Em um experimento em que foram avaliadas diferentes temperaturas de pirdlise (200,
400, 500. 600 ° C) na producao de biochar a partir de palha de arroz, foram observados que nas
temperaturas 200 e 400 ° C as adsor¢des de Cu 2" eram superiores. A redugio na capacidade de
adsor¢ao do biochar, com o progressivo aumento da temperatura de pirdlise, foi explicada pelo

fato de que, apesar do progressivo incremento da quantidade de cargas negativas na superficie
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da matéria organica pirolisada com o aumento da temperatura, o teor de cations Ca>*, Na*, Mg?"

e K* competem pelos sitios de adsorgdo (JIANG et al., 2015).

2.3 Remediacio de solos contaminados com metais pesados

2.3.1 Contaminag¢do por metais pesados

Os metais pesados tém se acumulado em diferentes locais no planeta devido a
mineragdo, galvanoplastia, aplicagdo recorrente de alguns pesticidas, trafego de automoveis,
aplicagdo de fertilizantes, lodo de esgoto, dejetos de animais, que sdo fontes antropogénicas
(WUANA; OKIEIMEN, 2011). Fontes naturais como meteorizagao de minerais, atividade
vulcanica e erosao, também contribuem com a contaminagao do ambiente por metais pesados,
contudo com um menor poderio, quando comparadas as antropogénicas (DIXIT et al., 2015).
Os metais ndo sdo degradaveis e se acumulam no ambiente, diferentemente das substancias
organicas (PAZ-FERREIRO et al., 2014).

Os metais pesados presentes no solo impactam as propriedades do solo (YANG et al.,
2012) e também a diversidade e biomassa da comunidade microbiana (VACCA et al., 2012). A
poluigdo por metais pesados, até mesmo em baixas concentracdes, afeta a capacidade produtiva
dos solos, a biota do ecossistema, a qualidade da dgua e traz riscos a saide humana e animal
(ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Esse tipo de poluicdo, além de representar significativo risco
para os ecossistemas, também pode ser uma ameaca para a saide humana por causa da
biomagnificacdo na cadeia alimentar (ROY; MCDONALD, 2014).

Baseado nos fatos citados anteriormente, se torna evidente a necessidade de adotar
medidas que possibilite a remediacdo de ambientes contaminados por metais pesados. A
remediacdo de um solo contaminado ¢ determinada como sendo a capacidade de estabelecer
plantas no ambiente que existiam antes da perturba¢do ou que suportem as condi¢des associado
ao retorno da condi¢do de estabilidade ecologica (ALLEN, 1998). Existem diversos processos
fisico-quimicos que podem ser utilizados na remogdo dos contaminantes em questdo, como a
vitrificagdo in situ, solidificacdo, lavagem do solo (WUANA; OKIEIMEN, 2011; ALI; KHAN;
SAJAD, 2013), porém, além do alto custo, essas técnicas podem trazer efeitos negativos para
propriedades e biodiversidade do solo (THAKUR et al., 2016), sendo que os métodos quimicos
podem gerar subprodutos que causem prejuizos ao meio (ALI; KHAN; SAJAD, 2013;
FOMINA; GADD, 2014). Grande parte das técnicas convencionais, em concentragdes de

metais abaixo de 100 mg/L, apresentam baixissima eficiéncia de remog¢do. Como alternativa
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atraente aos métodos fisico-quimicos, os métodos bioldgicos, como a biossor¢do e/ou

bioacumulagdo, sdo propostos (KAPOOR; VIRARAGHVAN, 1995).

2.3.2 Fitorremedia¢do de metais pesados

Uma das alternativas para recuperacdo de contaminagdo de solos por metais pesados
pode ser realizada por meio de extracao por plantas, chamada de fitorremediacdo (CHERIAN;
OLIVEIRA, 2005). E considerada técnica comercialmente promissora de remedigdo (SUN et
al., 2011). Fitoestabilizagdo, fitoacumulagdo, fitovolatilizagdo e rizofiltragdo sdo os
mecanismos relacionados dentro dessa técnica de remediagdo, para a retirada dos
contaminantes em diferentes locais (THAKUR et al., 2016).

O crescente interesse nessa tecnologia de remediacao esta relacionado com o baixo custo
de implementa¢do e impacto causado no ambiente (CUNNINGHAM; OW, 1996). Na
fitorremediacdo ocorre a absor¢do de ions metalicos pelas raizes das plantas e a posterior
translocagdo para a parte aérea, onde eles se acumulam. Apds a acumulagdo, associado ao
suficiente crescimento da planta, a parte aérea ¢ recolhida, promovendo assim a remog¢ao dos
metais do local (JADIA; FULEKAR, 2009).

Fatores como a biodisponibilidade dos metais pesados no solo, propriedades do solo,
espécies das plantas e qual a formagao dos metais (especiagdo) influencia na capacidade de
remediacdo por meio da técnica de fitoextracdo (ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Para que a
fitoextragdo apresente a mdaxima eficiéncia possivel, as plantas precisam apresentar
caracteristicas especificas, tais como: elevada taxa de crescimento; capacidade de produzir
grandes quantidades de biomassa acima do solo; um sistema radicular profundo, distribuido e
bem ramificado; acumular grandes quantidades de metais alvos em seus tecidos; habilidade
para translocarem os metais das raizes para a parte aérea; flexibilidade aos efeitos toxicos dos
ions metalicos absorvidos; boa resiliéncia as condi¢des climaticas e ambientais; mecanismos
de resisténcia a pragas e repulsdo a herbivoros (evitar contaminagdo da cadeia alimentar); e
facilidade no plantio e na colheita (SHABANI; SAYADI, 2012).

Como toda tecnologia, a fitorremedia¢ao também apresenta desvantagens, sendo essas:
a planta deve apresentar capacidade de crescimento em solos contaminados; o raio de
remedicao limita-se ao alcance dos sistema radicular, sendo que os contaminantes devem estar
na solucdo do solo para ocorrer tal processo; ¢ uma tecnologia morosa, ou seja, leva-se anos

para o solo tornar-se reutilizavel; variagdes ambientais; a introdugdo de espécies ndo nativas
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pode acarretar em um desequilibrio ecoldgico; e pode ser o ponto de partida da contaminagao
da cadeia alimentar devido a ag¢ao de herbivoros (GHOSH; SINGH, 2005).

Portanto, o ponto chave para o sucesso da fitorremediagdo estd relacionado com a
escolha adequada da planta a ser utilizada, pois ela deve apresentar caracteristicas especificas,

para o sucesso nesse tipo de remediagdo de solos (THAKUR et al., 2016).

2.3.3 Poder de acumulo de metais pesados pelas plantas

Dentro das espécies de plantas existem algumas que sdo consideradas
hiperacumuladoras, pelo fato de conseguirem absorver e acumular em seus tecidos uma
quantidade muito maior de ions de metais pesados, em comparagao com plantas ditas ndo
acumuladoras, sem apresentar danos graves aos processos fisioldgicos vitais € ao seu
crescimento. O critério mais utilizado para determinacdo de plantas hiperacumuladoras ¢ o
definido por Baker e Brooks (1989), onde eles definem hiperacumuladores como espécies de
plantas que concentram mais de 100 mg Kg ! de Cd ou de 1000 mg Kg ' de Ni, Cu e Pb ou de
10000 mg Kg ! de Zn e Mn em seus tecidos secos, quando as plantas em questio se
desenvolvem em solos com grandes concentragdes ions metalicos.

De todas as espécies de plantas conhecidas, cerca de 0,2 % sdo definidas como
acumuladores de metais pesados (RASCIO; NAVARI-1ZZO, 2011). Existem descritas cerca de
400 espécies de planta com capacidade de acumularem grandes concentragdes de ions metalicos
(LT et al., 2003), sendo que dentro da familia Brassicaceae existem muitas espécies
(PONIEDZIALEK et al., 2010). Tais plantas conseguem acumular de 50 a 100 vezes mais
metais pesados em seus tecidos (RASCIO; NAVARI-1ZZ0, 2011; THAKUR et al., 2016), além
de apresentarem uma excelente capacidade de transloca¢do dos metais pesados para a biomassa
acima do solo (fator de translocacdo > 1) (RASCIO; NAVARI-I1ZZO, 2011) e de bioconcentrar
os ions metalicos em seus tecidos vegetais. De acordo com Wu et al. (2011) a avaliagdo e
selecdo de uma planta para ser utilizada na fitorremediacdo de metais pesados fundamenta-se
completamente na capacidade de translocacdo e bioconcetracdo dela. Uma explicacdo que
justifique as plantas acumularem grandes concentragcdes de metais pesados € a possivel defesa
contra patdogenos e herbivoros, pelo fato das folhas tornarem toxicas (DIPU; KUMAR;
THANGA, 2012).

A quantificacdo da eficiéncia das plantas em retirar metais pesados do solo e acumula-
los ¢ feita a partir do calculo dos fatores de bioconcentracao (FBC) e de translocagao (FT). O

primeiro indica a eficiéncia da planta de acumular ions metélicos em seus tecidos (LADISLAS
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et al., 2012). O FT mostra a capacidade da planta em translocar o metal retido em suas raizes
para a biomassa acima do solo, sendo calculado da seguinte formula (ZACCHINI et al., 2009).

Espécies de planta que apresentam FT E FBC superiores a 1 possuem capacidade de
serem usadas na fitoextracdo de metais pesados do solo (YOON et al., 2006). A FBC ¢ uma
variavel com mais notabilidade do que a concentracdo de metais na biomassa acima do solo
quando se quer analisar o potencial de uma planta candidata a fitoextragdo (SAKAKIBARA et
al., 2011).

Dificuldade em encontrar hiperacumuladores, crescimento lento e o menor rendimento
de biomassa sdo as desvantagens que impedem o uso mais amplo de plantas hiperacumuladoras.
Esses fatores tornam o uso dessa tecnologia mais restrita para ambientes que necessitam de
rapida recuperagdo, pois € um processo bastante lento e demorado (XIAO et al., 2010). No
entanto, a combinagdo de microrganismos rizosféricos com as plantas pode potencializar a
eficiéncia da fitorremediagdo, pois podem auxiliar no crescimento das plantas e/ou influenciar
na maior tolerancia a exposic¢ao dos ions metalicos. Esses microrganismos podem incluir fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (DIXIT
etal., 2015).

A acumulacdo em grande propor¢do e a excelente tolerancia das plantas contra a
toxicidade dos metais pesados ¢ mais importante do que alta producao de biomassa, visto que
o uso de hiperacumuladores ird facilitar na recuperagdo de um determinado metal ¢ na
disposicao final segura da biomassa produzida, pois ¢ produzido um baixo volume de biomassa.

ALIL; KHAN; SAJAD, 2013).
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CAPITULO 2: CONSORCIO DE CINCO ISOLADOS DE FUNGOS QUE
CONDICIONAM O CRESCIMENTO RADICULAR E
MICORRIZASARBUSCULARES EM SOJA, MILHO E CANA-DE-ACUCAR

1 RESUMO

Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento vegetal e a colonizagdo micorrizica arbuscular
em cana-de-acucar, milho e soja sob aplicagdo de cinco fungos promotores de crescimento
vegetal (FCPV): Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia,
Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella. Cana-de-agucar, milho e soja cultivados
em vasos sob dois tratamentos: (1) indculo do consorcio fingico e (2) controle sem inoculagao.
A quantidade de esporos nas suspensdes aplicadas foi de 1,1 x 10" mL! para B. bassiana, 1,2
x 10’ mL! para M. anisopliae, 0,3 x 10’ mL"! para P. chlamydosporia, 0,06 x 10" mL™! para P.
lilacinum e 1,5 x 10”7 mL! para T. asperella. No tratamento inoculado, os fungos foram
aplicados nas sementes (0,1 mL g! da suspensio) e na parte aérea por pulverizacdes a cada 28
dias (5, 8, 10 ou 15 mL de suspensao, dependendo do tamanho da planta). As médias foram
submetidas a andlise de variancia e Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualisado, com seis repeticoes. Os FCPV
condicionam o crescimento de raizes de soja e milho e a coloniza¢do micorrizica arbuscular em
cana-de-agucar. Esses resultados sdo provavelmente devidos aos fungos produzirem e
induzirem as plantas a sintetizarem fitohdrmonios: auxinas para o crescimento de raizes; ¢ de
acidos jasmonico, abscisico e salicilico com func¢do na regulagdo da colonizagdo micorrizica.
Esses efeitos sdo importantes quando se buscam alternativas conservacionistas na agropecuadria,
visto que os FPCV podem condicionar melhor exploragdo dos recursos no solo, com maior
absor¢ao nutrientes e agua.

Palavras-chave: Fitohormo6nios. Condicionadores do solo. Endofiticos. Beauveria bassiana.

Metarhizium anisopliae. Pochonia chlamydosporia. Purpureocillium lilacinum. Trichoderma
asperella.
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2 ABSTRACT

Plant growth and arbuscular mycorrhizal colonization was studied in sugarcane, corn and
soybean by applying five plant growth promoting fungi (PGPF): Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum, and
Trichoderma asperella. Sugarcane, corn and soybean cultivated in pots under two treatments:
(1) inoculation with the fungal consortium and (2) control without inoculation. The amount of
spores in the suspensions applied was 1.1 x 10’ mL™! of B. bassiana, 1.2 x 10’ mL"! of M.
anisopliae, 0.3 x 10’ mL"! of P. chlamydosporia, 0.06 x 10" mL™! of P. lilacinum, and 1.5 x 107
mL"! of T. asperella. In the inoculated treatment, 0.1 mL g of fungal suspension were applied
to the seeds and shoots were sprayed every 28 days (5, 8, 10, or 15 mL of suspension, depending
on the size of the plant). Means were analyzed by analysis of variance and Tukey's test at 5%
probability level. The experiment was arranged in a completely randomized design, with six
replications. PGPF mediate root growth in soybean and corn and arbuscular mycorrhizal
colonization in sugarcane. These findings are probably caused by the fungi producing
phytohormones and inducing the plants to synthesize phytohormones: auxins for root growth;
and jasmonic, abscisic, and salicylic acids with a role in the regulation of mycorrhizal
colonization. These effects are important when seeking conservation strategies in agriculture
and livestock production, since PGPF can better mediate soil resource acquisition, promoting
greater absorption of nutrients and water.

Keywords: Phytohormones. Soil conditioners. Endophytic. Beauveria bassiana. Metarhizium
anisopliae. Pochonia chlamydosporia. Purpureocillium lilacinum. Trichoderma asperella.
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3 INTRODUCAO

Um dos desafios da sociedade ¢ planejar e propor alternativas sustentaveis na produgao
de alimentos para uma populacao estimada de 9 bilhdes em 2050, em uma projecao média, de
acordo com a Organizacao das Nagdes Unidas-ONU (SEARCHINGER et al., 2014). Apesar
do crescimento significativo na produgdo de alimentos para suprir a explosdo populacional nos
ultimos 50 anos (FAOSTAT, 2011; Pingali, 2012), novos métodos de producgdo de alimentos
devem ser propostos (DUBEY et al., 2016). As alternativas para melhorar a produgao ¢ o
aumento de areas cultivadas ou o aumento de produtividade (por area), com investimentos no
manejo das culturas (LARRIBA et al., 2015), uso de pesticidas e fertilizantes, melhoramento
genético (AHMAD et al., 2012; MANNION; MORSE, 2012), uso de biofertilizantes ou
promotores do crescimento vegetal. No entanto, maiores producdes agricolas almejadas com o
aumento significativo do uso de produtos quimicos causam prejuizos ao ambiente (CHAPIN et
al., 2000; PARMESAN; YOHE, 2003).

Com o intuito de estabelecer uma agricultura sustentdvel, que reduza os impactos
causados ao ambiente, o uso de microrganismos promotores do crescimento de plantas tornou-
se uma op¢do (BERG, 2009; MARTINEZ-MEDINA et al., 2014). Um exemplo ¢é a utilizagdo
de fungos como agentes de controle bioldgico de pragas e doengas, que pode contribuir com
menor uso de pesticidas (PINEDA et al., 2013; ZELICOURT; AL-YOUSIF; HIRT, 2013).
Além do impacto ambiental, h4 a questdo econdmica: bilhdes de dolares sdo perdidos
anualmente devido a a¢do de nematoides parasitas, pragas e fungos em diversas culturas
(ABAD et al., 2008; WESEMAEL; VIAENE; MOENS, 2011).

Além de infectar insetos, nematoides e microrganismos, alguns fungos também
colonizam tecidos de plantas e podem trazer outros beneficios ao vegetal, sendo nomeados
como fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) (VEGA, 2008; SASAN;
BIDOCHKA, 2012; OWNLEY; GWINN; VEGA, 2010; BARELLI et al., 2016). Por outro
lado, fungos endofiticos se beneficiam dessa associagdo, com melhora na nutricdo de N e
recebendo fotossintatos, em uma provavel relacdo de intercAmbio de metabolitos ainda ndo
compreendida totalmente. Os mecanismos de promocdo de crescimento vegetal podem ser
proprios de cada interagdo isolado fungico-planta, mas pode envolver controle de pragas e
doencas, produgdo de fitohormonios, complexagdo e indisponibilizagdo de espécies quimicas
toxicas, interacdo com microrganismos benéficos e solubilizacdo de nutrientes (JUNG et al.,

2012; LIAO et al., 2014; OGGERIN et al., 2013).

28



Para os fungos do género Trichoderma, os principais mecanismos propostos para
explicar o crescimento em tamanho e o aumento da resisténcia das plantas a doencas sdo a
producao dos fitohormodnios auxina, etileno e acido abscisico (LINKIES et al., 2009;
RAGHAVENDRA et al., 2010; MARTINEZ- MEDINA et al., 2014). Esses fitohormonios tem
papel no desenvolvimento vegetal e na adaptacdo do vegetal as condi¢des de estresses (ZHANG
etal.,2011; HAN et al., 2015).

O fungo entomopatogénico e endofito Purpureocillium lilacinum produz substancias
poliméricas extracelulares, que apresentam sitios interfaciais ativos e podem adsorver e
complexar ions metalicos, induzindo a nucleagao e precipitacdo de minerais (OGGERIN et al.,
2013). Esse processo protege as plantas do estresse gerado pelos metais toxicos (MISHRA;
SINGH; ARORA, 2017). Além disso, esse fungo produz o fitohormonio acido indolacético
(AIA, uma auxina), e ainda apresenta varias atividades antifingicas, como a producdo de
amonia ¢ de enzimas hidroliticas capazes de degradarem as paredes celulares dos fungos
fitopatogenos (CAVELLO et al., 2015).

Ja o FPCV Pochonia chlamydosporia, além de combater nematoides fitopatdgenicos
(CARNEIRO et al., 2011; DIAS- ARIEIRA et al., 2011; ESCUDERO e LOPEZ- LLORCA,
2012), também tem sido relatado como promotor do crescimento de plantas de diversas
culturas, como a alface (DIAS- ARIEIRA et al., 2011) e tomate (ESCUDERO; LOPEZ-
LLORCA, 2012).

Em resposta a coloniza¢do endofitica desses fungos, ¢ evidenciado uma expressao de
genes na planta relacionados a biossintese e transporte de hormonios de defesa e crescimento
vegetal (BARI; JONES, 2009; JUNG et al., 2012; LARRIBA et al., 2015; MACIA- VICENTE
et al., 2009b; OZALVO et al., 2014). Ha fortes indicios que parte desses efeitos ligados aos
fitohormonios resulte em maior crescimento de raizes. Como exemplo, a maior produgdo de
raizes ja foi explicada pela regulacdo de genes da biossintese de auxinas em cevada colonizada
por Pochonia chlamydosporia (MACIA-VICENTE et al., 2009b).

Além de regular o sistema de defesa vegetal e o crescimento de raizes, o efeito dos FPCV
na biossintese de fitohormonios, especialmente de 4cido jasmonico (AJ) e acido abscisico
(ABA), pode estimular a simbiose entre as plantas e os microrganismos do solo, como a
coloniza¢do micorrizica arbuscular das plantas (BALLARE, 2011; CONRATH et al., 2006;
CONTRERAS-CORNEJO et al., 2011; LEON- MORCILLO et al., 2012; MARTINEZ-
MEDINA et al., 2011; JUNG et al., 2012).

Esses possiveis mecanismos dos FPCV na fisiologia da planta e na biologia do solo

resultam na promogao de crescimento de raizes, da parte aérea e da produtividade agricola
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(CHOWDAPPA et al., 2013; JABER; ENKERLI, 2016; LIAO et al., 2014; MARTINEZ-
MEDINA et al., 2014). Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
aplicacdo conjunta dos cinco isolados fungicos, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella, sobre o
desenvolvimento, a nutri¢do vegetal e a colonizagdo micorrizica arbuscular em cana-de-agucar,

milho e soja.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Ensaios em casa-de-vegetaciao

Foram realizados trés ensaios em vasos, com cana-de-agucar (variedade RB93-7570),
milho (variedade AG 1051) e soja (variedade 7200 I Pro), recebendo dois tratamentos cada
cultura: (1) controle sem inoculagdo e (2) aplicagdo conjunta de cinco isolados fingicos com
potencial de condicionar o crescimento vegetal: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum.

Para milho e soja, foram colocadas 9 sementes por vaso contendo 10 dm® de solo.
Quando as plantas apresentavam o primeiro par de folhas expandido, foram desbastadas,
permanecendo duas plantas por vaso.

Em vaso contendo 50 dm® de solo, foram plantados 3 colmos de cana-de-agtcar.

O solo utilizado no experimento foi coletado em novembro/2016 em uma area de
Latossolo vermelho distrofico tipico, argiloso (TABELA 1), localizado dentro do bioma
Cerrado, no estado de Minas Gerais, Brasil (18° 57> 34” S; 48° 12> 05” W). Antes da coleta,
esse solo foi utilizado para culturas anuais (cultura de milho no verdo 2015/2016 e sorgo no
inverno de 2016). Para o ensaio, o solo foi adubado conforme necessidade da cultura (TABELA

2).

TABELA 1 - Fertilidade inicial do solo coletado para posterior uso como substrato nos ensaios
com milho, soja e cana-de-actcar . Uberlandia, 2017.

pH M.O Ca Mg K Al H+Al CTC
dag Kg* solo cmol. kg? solo
5,8 3.8 3 0,9 0,2 0,1 4,2 8,31
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TABELA 2 - Quantidade de nutrientes adicionados em cada vaso nos ensaios com milho, soja
e cana-de-acucar.

Cultura/Nutriente N Zn Cu Mn B P
mg dm™
Soja - 2,0 0,25 1,25 0,25
Milho 25,0! - - - - 70,0
Cana-de-agucar 30,0 - - - - -

! — Dividido em duas vezes, aos 45 dias € 90 dias apds emergéncia das plantas.

No milho e na soja, as parcelas foram feitas em duplicata, para analise do
desenvolvimento da época de florescimento, para determinagdo da fertilidade do solo, nutri¢ao

foliar e de graos na época de maturacao.

4.2 Preparo de inoculo do consorcio de fungos

Os isolados Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia,
Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella foram cedidos pela empresa BIOSAG -
Comércio e Servigos Agricolas Ltda, na forma de indculo comercial em frascos contendo meio
de cultura com cada isolado.

O meio de cultura de cada isolado foi homogeneizado em liquidificador com 500 mL de
agua destilada. Em seguida, os esporos foram contados em cdmara de Neubauer, e as cinco
suspensdes de isolados fingicos foram reunidas, resultando em um volume final de 2,5 L. Essa
suspensao foi utilizada para a aplicagdo em sementes e na parte aérea, apresentou, em média,
1,1 x 107 esporos mL™! de B. bassiana, 1,2 x 107 esporos mL"'de M. anisopliae, 0,3 x 107 esporos
mL"! de P. chlamydosporia, 0,6 x 10° esporos mL™! de P. lilacinum e 1,5 x 107 esporos mL™! de

T. asperella.
4.3 Inoculo nas sementes
Para cada 100 gramas de sementes, foram adicionados 10 mL da suspensdo contendo os

cinco isolados fungicos reunidos. A mistura foi homogeneizada em béquer utilizando bastao de

vidro.
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4.4 Inoculo na parte aérea

Para a aplicacao foliar, a suspensado de esporos de 2,5 L (com os cinco isolados fungicos)
foi diluida na propor¢ao 1:100 com agua destilada (990 ml de 4dgua destilada com 10 ml da
suspensao de esporos). Duas aplicagdes foliares foram realizadas com pulverizador manual: no
estagio fenologico V3 (3 folhas desenvolvidas) e apds 28 dias da primeira aplicagdo em soja e
milho; e aos sete dias de plantio e a outra ap6s 28 dias da primeira aplicagao na cana-de-acucar.
Os volumes utilizados para pulverizagdo foram determinados de acordo com o tamanho das

plantas (TABELA 3).

TABELA 3 - Quantidade de suspensdo fungica (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella) aplicada de
forma aérea nas culturas, com o auxilio de um pulverizador manual.

Cultura 1% Aplicagao 2% Aplicacao
mL planta’!
Soja! 5,0 8,0
Milho! 8,0 10,0
Cana-de-agucar? 10,0 15,0

Suspensdo contendo, em média, 1,1 x 107 esporos mL™' de B. bassiana, 1,2 x 107 esporos mL-'de M. anisopliae,
0,3 x 107 esporos mL™! de P. chlamydosporia, 0,6 x 10® esporos mL! de P. lilacinum e 1,5 x 107 esporos mL™! de
T. asperella ' — primeira aplica¢do no estagio fenoldgico V3 (3 folhas desenvolvidas) e a segunda ap6s 28 dias da
primeira aplicagdo; 2 — primeira aplicagdo ap0s sete dias de plantio € a segunda ap6s 28 dias da primeira aplicagdo.

4.5 Desenvolvimento vegetal

O desenvolvimento vegetal foi analisado no momento do florescimento (todas as plantas
com pelo menos uma flor/inflorescéncia) para as culturas de milho e soja, e aos 160 dias apds
o plantio para a cana-de-acicar. Nos 3 ensaios, foram avaliados os pardmetros de
desenvolvimento das plantas no florescimento (massa fresca e seca da parte aérea e das raizes)
e colonizagdo micorrizica arbuscular. Na soja, os nodulos nas raizes foram contados. Para
determinacdo do peso seco, as amostras foram colocadas em uma estufa a 60 °C, por um

periodo de 72 horas, e depois pesadas em uma balanca analitica.

32



4.6 Fertilidade do solo e nutricio foliar e de graos

Apo6s 160 dias do plantio da cana-de-agtcar e apds a maturagdao dos graos da soja e do
milho, foram avaliadas a fertilidade do solo, a nutri¢ao dos tecidos foliares de milho e cana-de-
acucar, a produtividade e nutricdo dos graos em soja. Os residuos das vagens de soja também
foram contabilizadas. No solo, foram avaliados pH, Carbono organico, H+Al, Al, N total, P,
K, Ca, Mg, S, Zn, Mn, Cu, Fe e B. Nos tecidos vegetais, foram analisadas os teores de N, P,
K, Ca, Mg, S, Zn, Mn, Cu, Fe ¢ B.

4.7 Coloniza¢ao micorrizica arbuscular

As estruturas fingicas internas as raizes foram coradas pelo método de Vierheilig et al.
(1998). Para tanto, as raizes foram lavadas em agua corrente para retirada de solo. Entdo,
fragmentos de raizes de 2 cm de comprimento coletados no terco superior, médio e inferior do
sistema radicular das culturas foram colocados em cassetes histologicos, em duplicatas. Para a
clarificagdo das raizes, os cassetes foram imersos em KOH 10%, por 16 horas. A solugao foi
renovada e os cassetes submetidos a 60 °C por 10 minutos. Em seguida, as raizes foram lavadas
e colocadas em solugao HCI 1% para acidificacdo. Por fim, as estruturas fungicas foram coradas
a 90 ° C durante 3 minutos com uma solucao de 5% de tinta caneta Parker® comercial, 5% de
acido acético e 10% de lactoglicerol. Para a determinagdo da porcentagem de comprimento de
raiz colonizada pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMA), foi utilizado o método da placa

reticulada, proposto por Giovannetti e Mosse (1980), em microscopio estereoscopio.

4.8 Estatistica

O delineamento experimental dos 3 ensaios foi inteiramente casualisado, com ou sem o
condicionador Biosag, com seis repeticdes. Nas culturas anuais, as repetigdes foram em
duplicata para permitir anélise do desenvolvimento vegetal no florescimento e a nutri¢do
vegetal apos maturagdo. A ocorréncia de outliers foram testadas pelo programa ACTION 2.9.
Apos esse primeiro passo, foram testados homogeneidade das varidncias dos tratamentos (teste
de Levene, p > 0,05) e a normalidade dos residuos (teste de Anderson — Darling, p > 0,05).
Caso as variancias ndo fossem iguais ou os residuos nao seguissem normalidade, aplicou-se log
ou raiz quadrada nas variaveis, visando atender os pré-requisitos necessarios para se aplicar

testes de médias de variaveis paramétricas. As médias das variaveis paramétricas foram
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submetidas a andlise de variancia (teste de Levene) e teste de Tukey (p<0.05), utilizando o
programa IBM SPSS Statistics. As médias das variaveis ndo paramétricas foram submetidas ao

teste de Kruskal-Wallis (p<0.05), com auxilio do programa IBM SPSS Statistics.

5 RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento vegetal

A inoculacdo do consorcio fungico apresentou resposta positiva em pelo menos um dos
parametros do desenvolvimento vegetal para soja ¢ milho (TABELA 4). Na soja, a inoculagao
dos i1solados fingicos aumentou significativamente a massa seca das raizes em 89,32 % e a
massa fresca das raizes em 43,71 % em comparagdo ao tratamento ndo inoculado (TABELA 4,
p<0.05). No milho, verificou-se um aumento significativo na massa fresca das raizes de 53,39

% no tratamento inoculado.
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TABELA 4 - Variaveis de crescimento de plantas de soja, milho e cana, quando inoculadas e
nao inoculadas com a solugdo fungica composta pelos fungos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella.

Uberlandia, 2018.

Variavel Tratamento Soja Milho Cana
MFPA (g) Inoculado 53,44 (6,62) a 199,76 (25,26) a 1481,17 (354,82) a
Nao Inoculado 49,22 (14,41)a 185,88 (20,03) a 1418,24 (199,43) a
MFR (g) Inoculado 26,43 (8,81) a 213,69 (65,20) a 1274,17 (131,54) a
Nao Inoculado 18,39 (6,81) b 139,31 (30,55) b 1205,60 (196,79) a
MFN (g) Inoculado 3,67 (0,26) a - -
Nao Inoculado 2,76 (1,49) a - -
MSPA (g) Inoculado 11,66 (3,47) a 101,21 (32,21) a 451,03 (93,55) a
Nao Inoculado 11,51 (2,88) a 124,04 (48,43) a 417,70 (76,63) a
MSR (g) Inoculado 3,90 (0,20) a 127,42 (50,44) a 135,80 (33,64) a
Nao Inoculado 2,06 (0,90) b 83,43 (6,75) a 146,52 (17,79) a
MSN (mg) Inoculado 477,78 (78,92) a - -

No. de Nodulos

Nao Inoculado
Inoculado

Nao Inoculado

354,08 (127,07) a
208,20 (16,30) a
211,50 (81,13) a

Meédias (desvio padrdo) (n = 6) de variaveis de plantas crescidas em casa-de-vegetacdo, sendo que as letras
minusculas diferentes (destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos inoculado e ndo inoculado
(p<0.05, teste de Tukey para variaveis paramétricas ¢ Kruskal Wallis para variaveis ndo paramétricas). MFPA:
Massa Fresca Parte Aérea; MFR: Massa Fresca Raizes; MFN: Massa Fresca Nodulos; MSPA: Massa Seca Parte
Aérea; MSR: Massa Seca Raizes; MSN: Massa Seca Nodulos; No. de Nodulos: niamero de nddulos.

A produtividade da soja e a massa de residuos das vagens nao diferiram entre os

tratamentos (TABELA 5).

TABELA 5 - Producdo de graos das plantas de soja quando inoculadas ou ndo inoculadas com
a solu¢do fungica composta pelos fungos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella.

Variavel Tratamento Soja

Peso dos graos Inoculado 14,41 (6,21) a
14,20 (4,67) a
8,88 (1,79) a

7,37 (1,96) a

Nao inoculado
Peso casca Inoculado

Nao inoculado

Médias (desvio padrao) (n=6)da producao de graos das plantas de soja crescidas em casa-de-vegetagdo, sendo que
as letras mintsculas iguais indicam igualdade entre os tratamentos inoculado e ndo inoculado (p<0.05, teste de
Tukey para variaveis paramétricas e Kruskal Wallis para varidveis ndo paramétricas).

35



5.2 Colonizag¢ao micorrizica arbuscular

A colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares variou de 45 % a 73 % do
comprimento de raizes (FIGURA 1). A taxa de colonizagdo do tratamento inoculado em
compara¢do com o ndo inoculado foi 20 % maior para a soja e 28 % maior para a cana-de-
acucar (p<0.05). As raizes de milho ndo apresentaram diferencas na extensdo de raizes

colonizadas por FMA entre os dois tratamentos.
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Soja Milho Cana-de-aclcar
Culturas

FIGURA 1. Coloniza¢do micorrizica, em porcentagem, nas culturas de soja, cana e milho,
quando inoculadas e nao inoculadas com a solugdo fingica composta pelos fungos Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e
Trichoderma asperella.

5.3 Analise do tecido vegetal
A maioria dos teores de nutrientes no tecido vegetal ndo foi influenciada pelos

tratamentos (TABELA 6). As duas excegdes foram o boro na soja e o cobre no milho, sempre

com menores valores no tratamento inoculado.
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TABELA 6 - Teores de nutrientes nos tecidos foliares da cana e do milho e nos graos de soja,
em plantas inoculadas ou ndo inoculadas com a solugdo fingica composta pelos fungos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae., Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium
lilacinum e Trichoderma asperella.

Variavel Tratamento Soja Milho Cana
N (g/kg solo) Inoculado 56,00 (3,60) a 4,48 (0,38) a 4,90 (0,00) a
Nao Inoculado 58,38 (0,80) a 4,08 (1,28)a 4,32 (1,36) a
P (g/kg solo) Inoculado 5,18(1,11) a 3,03(1,03)a 1,68 (0,86) a
Nao Inoculado 5,47 (0,76) a 2,85(0,56) a 1,30 (0,58) a
K (g/kg solo) Inoculado 21,33 (0,82) a 13,50 (0,71) a 11,33 (2,40) a
Nao Inoculado 21,08 (0,66) a 13,08 (0,86) a 11,75 (2,02) a
Ca (g/kg solo) Inoculado 3,50 (0,55) a 2,00 (0,00) a 3,50 (0,55) a
Nao Inoculado 3,17 (0,41) a 2,17(0,41) a 3,33 (0,52) a
Mg (g/kg solo) Inoculado 1,83 (0,41)a 1,00 (0,00) a 1,00 (0,00) a
Nao Inoculado 1,67 (0,52) a 1,00 (0,00) a 1,00 (0,00) a
S (g/kg solo) Inoculado 1,63 (0,24) a 1,73 (1,27) a 0,62 (0,10) a
Nao Inoculado 2,03 (0,20) a 1,55(1,19) a 0,60 (0,07) a
B (mg/kg solo) Inoculado 38,00 (3,46) b 11,83 (1,94) a 10,20 (2,95) a
Nao Inoculado 44,17 (7,25) a 13,60 (1,67) a 11,33 (1,63) a
Cu (mg/kg solo) Inoculado 13,33 (1.21) a 5,67 (0,82) b 7,50 (0,84) a
Nao Inoculado 13,80 (1,64) a 6,33 (0,82) a 7,17 (1,17) a
Fe (mg/kg solo) Inoculado 94,67 (30,65) a 221,67 (78,23) a 305,67 (167,52) a
Nao Inoculado 60,50 (46,89) a 141,33 (30,17) a 271,80 (103,54) a
Mn (mg/kg solo) Inoculado 30,60 (2,41) a 34,67 (6,38) a 90,00 (9,97) a
Nao Inoculado 33,00 (3,63) a 42,50 (10,48) a 103,20 (5,76) a
Zn (mg/kg solo) Inoculado 51,00 (5,51) a 22,00 (4,94) a 10,17 (2,14) a

Nao Inoculado

49,50 (4,04) a

17,50 (1,52) a

10,17 (2,71) a

Meédias (desvio padrio) (n= 6) de teores dos nutrientes em tecidos foliares (milho e cana) e em graos (soja) de plantas
crescidas em casa-de-vegetagdo, sendo que as letras minusculas diferentes (destacadas em negrito) mostram
diferencas entre os tratamentos inoculado e ndo inoculado (p<0.05, teste de Tukey para variaveis paramétricas e
Kruskal Wallis para variaveis ndo paramétricas).

5.4 Fertilidade do solo
O inodculo dos cinco isolados fingicos e o crescimento das plantas ndo promoveram

alteragoes na fertilidade do solo; a tnica excegao foi o maior teor de enxofre no tratamento nao

inoculado em soja (TABELA 7).
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TABELA 7 - Atributos da fertilidade do solo sob plantas de soja, milho e cana, quando
inoculadas ou ndo inoculadas com a solu¢do flingica composta pelos fungos Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae., Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e
Trichoderma asperella.

Variavel Tratamento Soja Milho Cana
pH Inoculado 5,60 (0,00) a 5,67 (0,12) a 5,52(0,12) a
Nao Inoculado 5,44 (0,05) a 5,73 (0,08) a 5,65 (0,15) a
P (mg kg solo) Inoculado 21,82 (2,64)a  41,95(19,44)a 20,57 (0,99) a

Nao Inoculado 20,52 (0,81) a 33,43 (7,74) a 20,50 (1,20) a

K (mg kg™ solo) Inoculado 28,67 (4,03)a 142,00 (29,13) a 21,83 (2,32) a
Nao Inoculado 29,17 (5,42)a 126,20 (8,35) a 24,00 (2,55) a
S-SO4 (mg kg™ solo) Inoculado 3,20 (0,40) b 4,83 (0,75) a 3,20 (0,45) a
Nao Inoculado 4,00 (0,00) a 4,83 (0,41)a 2,50 (0,84) a
K (cmol. kg solo) Inoculado 0,07 (0,01)a 0,37 (0,07) a 0,06 (0,01)a
Nao Inoculado 0,08 (0,01) a 0,31 (0,01) a 0,06 (0,01) a
Ca (cmol. kg solo) Inoculado 3,18 (0,32)a 2,93 (0,10) a 2,87 (0,10) a
Nao Inoculado 3,22 (0,29) a 2,87 (0,10) a 2,86 (0,09) a
Mg (cmol. kg™ solo) Inoculado 0,70 (0,08) a 0,83 (0,08) a 0,87 (0,05) a
Nao Inoculado 0,68 (0,08) a 0,78 (0,08) a 0,88 (0,08) a
H + Al (cmol. kg solo) Inoculado 3,93 (0,30) a 3,97 (0,20) a 4,20 (0,00) a
Nao Inoculado 4,07 (0,21) a 3,90 (0,17) a 4,28 (0,11)a
C.O (dag Kg! solo) Inoculado 1,40 (0,14) a 1,43 (0,05) a 1,40 (0,09) a
Nao Inoculado 1,42 (0,12) a 1,37 (0,05) a 1,33 (0,10) a
B (mg kg™ solo) Inoculado 0,22 (0,06) a 0,17 (0,01) a 0,14 (0,02) a
Nao Inoculado 0,24 (0,05) a 0,18 (0,03) a 0,16 (0,03) a
Cu (mg kg™ solo) Inoculado 0,88 (0,20) a 0,70 (0,00) a 0,72 (0,12) a
Nao Inoculado 0,93 (0,08) a 0,72 (0,04) a 0,72 (0,04) a
Fe (mg kg solo) Inoculado 36,17 (10,81)a 30,00 (7,85) a 26,00 (3,08) a/

Nao Inoculado

26,83 (2,99) a

29,17 (7.22) a

2933 (2,58) a

Mn (mg kg™ solo) Inoculado 1,48 (0,22) a 1,55(0,44) a 1,78 (0,54) a
Nao Inoculado 1,45 (0,36) a 1,57 (0,23) a 1,68 (0,49) a
Zn (mg kg solo) Inoculado 3,62 (1,32)a 1,12 (0,08) a 1,18 (0,13) a
Nao Inoculado 3,18 (0,56) a 1,08 (0,04) a 1,13 (0,05) a

Meédias (desvio padrao) (n=6)de teores dos nutrientes nos solos dos vasos de plantas crescidas em casa-de-vegetagdo, sendo
que as letras mintisculas diferentes (destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos inoculado e
ndo inoculado (p<0.05, teste de Tukey para varidveis paramétricas e Kruskal Wallis para variaveis nao
paramétricas).
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6 DISCUSSAO

Os FPCV podem influenciar o desenvolvimento de plantas em varios aspectos
(CAROLLO etal., 2010; GIBSON et al., 2014; LIAO et al., 2014, SASAN; BIDOCHA, 2012).
Um efeito bastante comum no desenvolvimento de plantas é o aumento do crescimento de raizes
(MACIA-VICENTE et al., 2009a; JABER; ENKERLI, 2016). O aumento da massa de raizes
quando a planta ¢ inoculada ja foi relatado como uma resposta a producao de auxinas pelos
fungos; e também a capacidade de esses microrganismos induzirem as plantas a sintetizarem
fitohorménios (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2011; KHAN et al., 2012; MARTINEZ-
MEDINA et al., 2011; MARTINEZ-MEDINA et al., 2014). Os fungos do género Metarhizium
(LIAO et al., 2017), Purpureocillium (CAVELLO et al., 2015), Trichoderma (CONTRERAS-
CORNEJO et al., 2009), Beauveria (PEDRAS; MONTAUT, 2003) e Pochonia (ZAVALA-
GONZALES et al., 2015) foram vistos com produtores de auxinas.

As diferencas significativas nas porcentagens de coloniza¢des micorrizicas nas culturas
de soja e cana-de-agucar (FIGURA 1) pode ser explicada pela producdo de 4cidos jasmonico
(AJ), salicilico (AS) e de abscisico (ABA) pelas plantas colonizadas por FPCV, uma vez que
demonstraram queesses fitohormdnios tém papel na regulagdo da simbiose micorrizica
arbuscular (BALLARE, 2011; ETEMADI et al., 2014; FOO et al.,2013; FRACETTO et al.,
2013; HAUSE et al., 2007; LEON- MORCILLO et al., 2012;).

Em um experimento com tomates alterados geneticamente para nao sintetizarem ABA,
e comparando com plantas ndo modificadas, verificou-se que a intensidade de colonizagdo nas
raizes por FMA e abundincia de arbusculos formados foram reduzidas drasticamente
(HERRENA-MEDINA et al., 2007). Uma das explicagdes para tal acontecimento ¢ de que o
ABA afeta negativamente a produgao de etileno, sendo que esse ultimo foi mostrado como um
agente que afeta negativamente a colonizagdo por FMA nas raizes (FRACETTO et al., 2013;
GEIL et al., 2001).

Além disso, em plantas de Medicago truncatula alteradas geneticamente para
sintetizarem menores quantidades de AJ, houve a redu¢do na extensao de hifas intraradiculares
e no numero de arbtsculos (ISAYENKOV et al., 2005). Dentre os supostos mecanismos do AJ
que colaboram na simbiose entre FMA, estd a inducdo na sintese de flavonoides, que sdo
sinalizadores para o estimulo para colonizagdo e reorganizagdo do citoesqueleto microtubular
apos a colonizagdo das raizes por FMA (MATSUKI et al., 1992; GENRE; BONFANTE, 1998;
HARRISON, 1999; HAUSE et al., 2007).
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Por outro lado, o AS mostrou ter possiveis efeitos negativos na coloniza¢do micorrizica
em raizes de ervilha, onde niveis altos desse hormdnio foram associados a baixa associagao de
MA (BLILOU; OCAMPO; GARCIA-GARRIDO, 1999). Em outro estudo feito com plantas de
tabaco, verificou-se que as unidades de infeccdo de MA e nimero de arbusculos foi maior
quando a produ¢do de AS foi mitigada em comparagao a plantas com produg¢do aumentada de
AS (HERRERA-MEDINA et al., 2003). Todavia, € preciso ressaltar que niveis elevados de AS
prorrogam o grau maximo de coloniza¢ao, mas nao afetam a capacidade méaxima, pois no final
do experimento verificou-se semelhanca entre os tratamentos (HERRERA-MEDINA et al.,
2003).

Uma vez que os FPCV tém relagdo com reguladores que estimulam (ABA e AJ) ou
deprimem (AS) a colonizagdo micorrizica, € provavel que esses fungos tenham agdo no ajuste
para um balanco de fitohormonios que acabe por promover a colonizagdo micorrizica
(BALLARE, 2011; CONRATH et al., 2006; CONTRERAS-CORNEIJO et al., 2011; FOO et
al., 2013; LEON- MORCILLO et al., 2012; MARTINEZ-MEDINA et al., 2011; MARTIN-
RODRIGUEZ et al., 2015; JUNG et al., 2012; WASTERNACK; HAUSE, 2013).

Apesar de os FPCV possuirem a capacidade de solubilizar/quelar o fésforo, manganés e
o zinco no solo (ALTOMARE et al., 1999; BAREEN et al., 2012) ndo houve modifica¢des das
concentragdes desses nutrientes no solo nem no tecido vegetal. Nesse contexto, pelo melhor
que sabemos, ndo ha trabalho publicado atestando a influéncia dos cinco fungos aqui testados
na fertilidade do solo e nos teores de nutrientes nos tecidos vegetais.

A tnica variavel de fertilidade do solo que apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos foi o sulfato sob plantas de soja, sendo menor no tratamento inoculado. Uma
possivel razdo para essa diferenca entre os tratamentos ¢ a maior retirada de sulfato do solo
pelas plantas. Ja foi demonstrado que plantas de cebola crescendo em solo com baixos niveis
de P no solo, mas micorrizadas, absorvem mais sulfato em compara¢do a plantas ndo
micorrizadas (RHODES; GERDEMANN, 1978). Como a soja inoculada com FPCV
apresentou maior colonizagao micorrizica, isso pode ter favorecido maior absorcao de sulfato,

reduzindo os niveis no solo.

7 CONCLUSAO
Os cinco FPCV condicionam o crescimento de raizes de soja e milho e a colonizacao

micorrizica arbuscular em cana-de-agucar. Os provaveis mecanismos para isso sao a produgao

e aregulagdo da sintese de fitohormonios pelas plantas. Pelo melhor que sabemos, ndo ha relato
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envolvendo aplicacdo de consorcio com os cinco fungos endéfitos, nem estudo que mostre a
influéncia direta de inoculagdo desses microrganismos na colonizagdo de FMA nas raizes. O
maior desenvolvimento do sistema radicular vinculado a maior colonizagdo micorrizica pode
resultar em absor¢ao mais eficiente de nutrientes e agua. Esses resultados também sugerem
efeitos indiretos para o solo, como a melhoria na estruturacdo, aerac¢ao e estimulo a rizosfera,
com consequéncias para a ciclagem de nutrientes. Portanto, os efeitos observados aqui sdo
importantes quando se buscam alternativas conservacionistas para o uso da terra por possibilitar

a reducao na demanda de fertilizantes.
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CAPITULO 3: FUNGOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO VEGETAL E
BIOCHAR NA FITOEXTRACAO DE COBRE, MANGANES E ZINCO POR
JACARANDA MIMOSIFOLIA D. DON

1 RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de mudas de Jacaranda mimosifolia D. Don de
extrair metais pesados (Cu, Zn e Mn) em colunas de solo sob aplica¢ao de consércio com cinco
fungos promotores de crescimento vegetal (FCPV) e de biochar. Na parte aérea e no solo, foram
pulverizados uma suspensdo contendo os cinco isolados fungicos: Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma
asperella. Os tratamentos com biochar originado da pir6lise da serragem de madeira receberam
1% (m/v) na superficie da coluna. Aplicaram-se tratamentos com contamina¢do de Cu, Mn e
Zn e com solo ndo contaminado. Apds 45 dias de crescimento, foram avaliados a massa de parte
aérea e de raizes; concentra¢ao de Cu, Mn e Zn na parte aérea, nas raizes, no solo e no lixiviado;
a fertilidade do solo; e parametros fotossintéticos. As médias foram submetidas a andlise de
varidncia e Teste de Scott-Knott (p<0,05). O delineamento utilizado foi o em blocos
casualisados, com seis repeticdes. Os FCPV condicionaram o crescimento das raizes e o
desenvolvimento da parte aérea das mudas sobre solo contaminado, assemelhando
estatisticamente as mudas crescidas no solo sem contaminagdo. Os fungos e o biochar
aumentaram o potencial de fitorremedia¢do, principalmente Mn e Zn. Além disso, a
combinag¢do de FPCV e biochar diminui a lixiviagdo de Cu, Mn e Zn. A planta utilizada mostrou
ser um potencial instrumento de retirada de metais pesados no solo, principalmente por nao
apresentar reflexos negativos na sua atividade fotossintética e consequentemente nao
influenciando no seu crescimento. Além disso, a aplicagdo dos FPCV e do biochar melhoram a
eficiéncia da fitorremediagdo, concentrando os metais nos tecidos vegetais e diminuindo os
riscos de lixiviagao.

Palavras-chave: Fitorremediag¢do. Metais pesados. Biochar. Crescimento de raizes.
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2 ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the ability of seedlings of Jacaranda mimosifolia D.
Don to extract heavy metals (Cu, Zn and Mn) in soil under application of a consortium with
five fungi plant growth promoters (FCPV) and of biochar. On the shoot and on the soil, were
sprayed a solution containing the five fungal isolates: Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, ~ Pochonia  chlamydosporia, Purpureocillium  lilacinum and Trichoderma
asperella. The treatments with biochar originated from the pyrolysis of sawdust received 1%
(m/v) on the surface of the column. Applied treatments with contamination of Cu, Mn and Zn
and with uncontaminated soil. After 45 days of growth, were evaluated mass of shoot and
roots; concentration of Cu, Mn and Zn in aerial, roots in the soil and leachate; soil fertility; and
photosynthetic parameters. The averages were subjected to analysis of variance and Scott-Knott
test (p < 0.05). The experimental design used was the randomized block, with six
repetitions. The FCPV have conditioned the growth of roots and the development of the shoot
of seedlings on contaminated soil, statistically resembling the seedlings grown in soil without
contamination. Fungi and biochar increased the potential of phytoremediation, primarily Mn
and Zn. In addition, the combination of FPCV and biochar decreases leaching of Cu, Mn and
Zn. The plant used has proved to be a potential tool for removal of heavy metals in the soil,
especially for not presenting negative reflexes in your photosynthetic activity and consequently
not influencing in your growth. In addition, the application of the FPCV and biochar improves
the effectiveness of phytoremediation, concentrating the metals in plant tissues and reducing
the risk of leaching.

Keywords: Phytoremediation. Heavy metals. Biochar. Root growth.
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3 INTRODUCAO

A intensidade de uso de muitos metais vem aumentando desde a primeira revolugdo
industrial (DIXIT et al., 2015; PAZ-FERREIRO et al., 2014). A evolucao de tecnologias
resultou no uso de elementos quimicos cada vez mais diversos. E os metais pesados tém se
acumulado em diferentes locais no planeta devido a mineragdo, galvanoplastia, aplicagdo
recorrente de alguns pesticidas, trafego de automoveis, aplicagdo no solo de fertilizantes, lodo
de esgoto e dejetos de animais, que sao fontes antropogénicas (WUANA; OKIEIMEN, 2011).
A contribui¢do na contaminacao ambiental por fontes naturais, como meteorizagdo de minerais,
atividade vulcanica e erosdo, ¢ diminuta em comparagdo as fontes antropogénicas (DIXIT et
al., 2015).

A contaminacdo por metais pesados, até mesmo em baixas concentragdes, afeta a
capacidade produtiva dos solos, a biota do ecossistema, a qualidade da dgua e traz riscos a satide
humana e animal (MEMON; SCHRODER, 2009; ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Ao contrario
de substancias organicas que podem ser degradadas na natureza, os metais pesados tendem a se
acumular no ambiente (PAZ-FERREIRO et al., 2014). A remog¢ao de metais pesados do solo ¢
dificil por sua ligacdo a matriz do solo por adsor¢do, influenciada, principalmente por
propriedades fisico-quimicas do solo, como quantidade de matéria organica, pelo teor da fracao
argila, pelos minerais que o compde e pelo pH (DUBE et al., 2001). Assim, a biodisponibilidade
dos metais no solo ¢ um dos principais fatores que interferem na eficiéncia da remediagdo de
metais pesados (ALI; KHAN; SAJAD, 2013).

Alguns ions metélicos sdo considerados essenciais para as plantas, como o cobre (Cu) e
o zinco (Zn), por terem fungdes importantes para o crescimento das plantas e manutengao do
metabolismo delas. Entretanto, ¢ necessario que ressaltar que esses elementos, em excesso,
afetam negativamente o crescimento das plantas por propiciarem efeitos no processo de
fotossintese (PILON et al., 2006), como a reduc¢do da eficiéncia no transporte dentro da cadeia
de elétrons e da atividade do fotossistema I (PSII) (JANIK et al., 2010).

Virios processos fisico-quimicos, de remediacao de solos contaminados por metais, t€ém
sido desenvolvidos, como a vitrificagdo in situ, solidificagdo e lavagem do solo (ALL; KHAN;
SAJAD, 2013; WUANA; OKIEIMEN, 2011), porém apresentam alto custo € promovem efeitos
negativos para propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (THAKUR et al., 2016).
Além disso, os métodos quimicos podem gerar subprodutos prejudiciais ao meio (ALL; KHAN;

SAJAD, 2013; FOMINA; GADD, 2014).
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Por isso, 0 uso de organismos vivos, como o emprego de plantas, ¢ uma das alternativas
para descontaminacado de solos. A fitorremediagao pode envolver diferentes mecanismos, como
acumulo e estabilizagdo nas raizes ou na parte aérea e a fitoextragao por meio da parte aérea da
planta (THAKUR et al., 2016). Dentre as espécies de plantas, existem algumas consideradas
como hiperacumuladoras, pelo fato de absorverem e acumularem em seus tecidos aéreos uma
quantidade muito maior de ions de metais pesados em comparagdo com plantas ditas nao
acumuladoras (VAN DER ENT et al., 2013). As plantas hiperacumuladoras podem acumular
de 50 a 100 vezes mais metais pesados em seus tecidos (MCGRATH; ZHAO 2003; RASCIO;
NAVARI-1ZZ0, 2011; THAKUR et al., 2016) do que as demais. Além disso, apresentam uma
excelente capacidade de translocarem, apds a absor¢do pelas raizes, os metais pesados para a
biomassa acima do solo (fator de translocacdo > 1) (RASCIO; NAVARI-IZZO, 2011) e de
bioconcentrar os ions metéalicos em seus tecidos vegetais. Esse potencial ¢ fundamental para a
selecdo de plantas com o objetivo de fitorremediagdo de metais pesados (WU et al., 2011).

Uma das formas de favorecer a fitorremediacdo ¢ condicionar o meio para o melhor
desenvolvimento vegetal, p. ex., com o uso de condicionadores do solo. A utilizacdo de fungos
promotores do crescimento vegetal (FPCV) pode aumentar a fitoextracdo de metais pesados
pelas plantas pelo fato de proporcionarem aumento no sistema de raizes (MACIA-VICENTE
et al.,, 2009; JABER; ENKERLI, 2016). Esse maior desenvolvimento de raizes ¢ devido
provavelmente a capacidade de esses fungos produzirem auxinas (LIAO et al., 2014) e também
induzirem a regulagdo de genes vegetais envolvidos na sintese de fitohorménios (MACIA-
VICENTE et al., 2009: MARTINEZ- MEDINA et al., 2014). Além do melhor desenvolvimento
vegetal, alguns desses fungos promovem a adsorcao de metais pesados em grupos funcionais
na parede celular e em substincias poliméricas extracelulares (OGGERIN et al., 2013;
MISHRA; SINGH; ARORA, 2017). Dessa forma, os FPCV podem reduzir o estresse para o
fungo e para a planta.

Outro condicionador do solo que vem ganhando interesse € o biochar. O biochar ¢ um
produto da pir6lise de matéria organica, que resulta em um elevado teor de carbono estavel (70-
80 %) e resisténcia a decomposicao microbiana (LEHMANN; JOSEPH, 2009). Tal composto
apresenta elevada area superficial, porosidade e capacidade de adsorver compostos de carga
negativa ou positiva, podendo reduzir a lixiviagdo de contaminantes e nutrientes (DOWNIE;
CROSKY; MUNROE, 2009). Os possiveis mecanismos sugeridos para a imobilizacdo de
metais pesados pelo biochar sdo principalmente as interacdes eletrostaticas, troca idnica,
complexacdo, além de precipitacao e adsor¢do (CAO; HARRIS, 2010; UCHIMIYA et al.,

2010). Dessa forma, além de reduzir a lixiviagdo de metais, o biochar pode diminuir o estresse

51



da planta fitorremediadora por reduzir a biodisponibilidade de metais em altas concentragdes,
0 que atenua o efeito fitotoxico das contaminagdes do solo (AL-WABEL et al., 2015).
Considerando o potencial de se aplicar condicionadores do solo para melhorar a
fitorremediacdo, o presente artigo teve como objetivo avaliar a fitoextragdo e a fitotoxicidade
de Cu, Mn e Zn utilizando o Jacaranda Mimoso (Jacaranda mimosifolia D. Don), sob a
aplicagdo de biochar e de um consércio com cinco isolados fungicos: Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma

asperella.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Ensaios em casa-de-vegetacao

Um ensaio de fitorremediagao em colunas de solo, com tratamentos de cultivo de mudas
de Jacarandd mimoso (Jacaranda mimosifolia D. Don) sob aplica¢do de fungos promotores de

crescimento vegetal e biochar (TABELA 1).

TABELA 1- Tratamentos empregados no ensaio para fitorremediacdo de solo contaminado
com metais pesados, com aplicagdo de cinco isolados fungicos promotores de crescimento
vegetal e e biochar como condicionadores do solo.

Tratamento Sigla
Solo testemunha T
Solo controle com jacaranda TJ
Solo contaminado! C
Solo contaminado! com jacaranda cl
Solo contaminado! com consércio fiingico? CF
Solo contaminado' com jacarand4 e com consorcio fingico? CJF
Solo contaminado' com jacarand4 e biochar CJB
Solo contaminado! com jacaranda, consércio fiingico? e biochar CJFB

Ensaio com delineamento em blocos, com seis repeti¢des. 'Solo contaminado com Cu, Mn e Zn.
2Cinco isolados fungicos da empresa Biosag®: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella.

As colunas de polietileno tereftalato (PET) utilizadas receberam 1,2 dm?® de solo cada

uma. O solo utilizado no experimento foi coletado em agosto/2017 em uma area de Latossolo
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vermelho distrofico tipico, argiloso (TABELA 2), utilizado para culturas anuais, localizado ndo
bioma Cerrado, no estado de Minas Gerais, Brasil (18° 57° 34” S; 48° 12’ 05” W). As mudas

foram conduzidas por quarenta e cinco dias.

TABELA 2- Fertilidade inicial do solo coletado para posterior uso como substrato para o
plantio das mudas de Jacaranda mimosifolia D. Don

pH C.0 Ca Mg K Al H+Al CTC
dag Kg' solo cmol kg? solo
5,8 2,2 3 0,9 0,2 0,1 4,2 8,3

4.2 Contaminacio do solo com os metais pesados

Para contaminagao das colunas com metais pesados, foram aplicados 25 mL por coluna
de solo de cada uma das solugdes: CuSO4 . 5H,0 (37,75 mg mL™!), ZnCl, (45,03 mg mL!) e
KMnOjs (41,42 mg mL™). Isso resultou em uma adigdo de 200 mg de Cu, 450 mg de Mn e 450

mg de Zn a cada litro de solo.

4.3 Mudas de Jacaranda mimoso

As mudas de Jacarandd mimoso foram cedidas pelo Horto Municipal de Uberlandia e
foram inicialmente agrupadas em 6 blocos de acordo de acordo com a altura (do colo do caule
até a insercao da folha mais jovem). Antes de serem semeadas em garrafas PET, elas foram
retiradas do saches e tiveram o maximo de substrato removido de suas raizes, com auxilio de
agua. As mudas de cada bloco receberam os tratamentos TJ, CJ, CJF, CIB e CJFB. Cada parcela
foi irrigada diariamente com 100 mL de 4gua. Apds o plantio das mudas, o solo foi adubado
com 300 mg L! de Nitrogénio, 300 mg L' de Fosforo, 600 mg L™ de Potéssio, 500 mg L™ de

Carbonato de Calcio e 80 mg L' de Enxofte, por meio da adigdo de sais.
4.4 Inéculo do consércio de fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV)
Os isolados Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia,

Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperella foram cedidos pela empresa BIOSAG -

Comércio e Servigos Agricolas Ltda.
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O contetdo de cada frasco do produto Biosag, com um dos cinco isolados fungicos, foi
homogeinizado em 500 mL de 4gua destilada com auxilio de um liquidificador. Antes da
inoculagdo dos fungos no solo e nas mudas de Jacarandd, procedeu-se a determinacao da
concentracdo de esporos por mL para cada isolado pela contagem em camara de Neubauer.
Apos a contagem, as cinco suspensdes de isolados fungicos foram reunidas, resultando em um
volume final de 2,5 L e concentragdo de esporos de 4,20 x 10° mL™! de Beauveria bassiana,
7,45 x 10° mL"! de Metarhizium anisopliae, 5,35 x 10° mL™! de Pochonia chlamydosporia, 3,65
x 10 mL™! de Purpureocillium lilacinum e 3,12 x 10° mL™! de Trichoderma asperella.

Dessa solugao final, 20 ml foram inoculados na superficie do solo para cada coluna de
solo nos tratamentos com tais microrganismos. Para a aplicacao foliar, a suspensao de esporos
de 2,5 L (com os cinco isolados fingicos) foi diluida na propor¢ao 1:100 com 4gua destilada,
sendo pulverizados 5 mL em cada muda com tratamento de inoculacdo dos fungos. Apos 28

dias da primeira aplicacao foliar, foi realizada outra com o mesmo volume por planta.

4.5 Biochar

O biochar utilizado no trabalho foi cedido pelo grupo de pesquisa em Recursos Naturais
e Agricolas- RENAGRI. O grupo produziu o biocarvao por meio de combustdo imcompleta
pelo processo de pirolise lenta, em forno térmico com dois cilindros, adaptado de um modelo
amplamente  utilizado por agricultores  tailandeses = (PRAKONGKEP;  GILKES;
WIRIYAKITNATEEKUL, 2015).

A fonte de biomassa utilizada na producao do biochar foi o residuo do beneficiamento
da madeira (Serragem de eucalipto) da industria madeireira do Municipio de Monte Carmelo-

MG.

4.6 Fotossintese

Com o objetivo de se avaliar o nivel de estresse da planta frente as contaminagdes, foram
determinadas 5 varidveis de fluorescéncia da clorofila, que sdo relacionadas com a eficiéncia
da fotossintese, empregando-se o equipamento FluorCam 7. As varidveis analisadas foram:
fluorescéncia minima em estado de adaptagdo ao escuro (F0), maxima fluorescéncia em estado
de adaptagdo ao escuro (Fm), rendimento quéintico méaximo (Fv/Fm), quenching nao-
fotoquimico (NPQ), taxa de declinio de fluorescéncia em estado estacionario (Rfd) e eficiéncia

operacional de PSII [(Fm'-F')/ Fm']. Além disso, também se determinou o teor relativo de
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clorofila obtido pelo clorofilometro SPAD- 502. Para as andlises, as folhas foram submetidas

ao escuro por 20 minutos.

4.7 Crescimento vegetal

Os parametros de desenvolvimento vegetal (massa fresca e seca da parte aérea e das
raizes) foram avaliados apds 45 dias do plantio nas colunas de solo. Para determina¢ao da massa
seca, as amostras foram colocadas em uma estufa a 60 °C, por um periodo de 72 horas, e depois

pesadas em uma balanca analitica.

4.8 Analise quimica do solo

Apbs a coleta do material vegetal dos vasos, separou-se o solo dos residuos vegetais, de
cada parcela, com o auxilio de uma peneira de 2 mm, e ap6s esse procedimento, foi feito a
homogeiniza¢do do material e coletado uma amostra de 300 g de solo. As andlises quimicas do
solo foram realizadas de acordo com Silva (2009). O pH foi medido em 4gua (1: 2,5). A acidez
potencial foi obtida pelo método do tampao SMP (SILVA, 2009). Ca e Al foram extraidos com
KCI IM. O Ca foi determinado por espectrofotdometro de absor¢do atdmica e Al por titulagao
com NaOH 0,025M (SILVA, 2009). P e K foram extraidos pela solu¢cdo de Mellich (H2SO4
0,025M e HC1 0,05M). P foram determinados em espectrofotometro (725 nm) e K em fotdmetro
de chama. O N do solo foi medido pelo método de Kjeldahl com destilagdo a vapor. O carbono
organico (CO) foi determinado pelo método de digestdo sulcocromica e medicdo em

espectrofotometro (650 nm).
4.9 Metais pesados no tecido vegetal

Os teores de Cu, Mn e Zn foram determinados nas raizes e folhas por digestao
nitroperclorica e leitura por espectrofotometria de absor¢ao atdmica (SILVA, 2009). O total de

metais acumulados, nos tecidos vegetais, foi calculado multiplicando-se o teor do metal pela

massa seca do tecido vegetal.
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4.10 Metais pesados nos lixiviados

Os lixiviados foram coletados diariamente em todas as colunas e conservados até a
analise, com adicao de HNO;3, até atingir pH abaixo de 3. Para a leitura, as amostras foram
filtradas utilizando papel filtro faixa azul (@ = 11 pm) e lidas em espectrometro de massa com
plasma acoplado indutivamente (ICP- OES 5100, Agilent Technologies). O total de metais
acumulados no lixiviado foi calculado multiplicando-se a concentragao no lixiviado pelo

volume total de lixiviado produzido nos 45 dias de ensaio.

4.11 Fatores de bioconcetraciao (FB), translocacao (FT) e lixiviaciao (FL)

A quantificagdo da eficiéncia da retirada de metais pesados do solo ¢ feita a partir do
calculo dos fatores de bioconcentragdo (FB) e de translocagdo (FT). O primeiro indica a
eficiéncia da planta de acumular ions metdlicos em seus tecidos (LADISLAS et al., 2012),

sendo calculado a partir da seguinte formula (WILSON; PYATT, 2007):

Concentragdo de metal no tecido vegetal
Concentrac¢do de metal no solo

FBC=

O FT mostra a capacidade da planta em translocar o metal retido em suas raizes para a

biomassa acima do solo, sendo calculado da seguinte formula (ZACCHINI et al., 2009):

_ Concentragdo de metal nos tecidos da parte aérea

FT Concentragao de metal nas raizes

Foi proposto aqui o fator de lixiviagdo (FL) para avaliar o quanto de contaminante

percolou pelo perfil do solo, sendo calculado a partir da seguinte formula:

_ Concentragéo de metal no lixiviado

FL Concentra¢ao de metal no solo
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4.12 Estatistica

O delineamento experimental do ensaio foi em blocos casualisados, com seis repeti¢des.
A ocorréncia de outliers, o teste de Levene para verificar a homogeneidade das variancias dos
tratamentos (p-valor > 0,05) e o teste de Anderson-Darling, para averiguar se os residuos de
cada variavel apresentavam distribuicdo normal (p-valor > 0,05) foram determinados com o
programa ACTION 2.9. As variaveis paramétricas tiveram as médias submetidas a analise de
variancia (teste de Levene, p<0,05) e teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando o programa
Sisvar . Para as varidveis ndo paramétricas, foi aplicado o teste nao paramétrico de Friedman,
utilizando o programa ACTION 2.9 (p<0,05) para verificar diferencas entre as médias.

Com relagdo as variaveis relacionadas com a fluorescéncia da clorofila, utilizou-se a
analise de componentes principais (PCA) para avaliar as associacdes entre as varidveis de
fotosintese e reduzir a parametrizagdo excessiva do modelo. Durante as analises exploratorias
anteriores, Fv / Fm foi removido devido a sua multicolinearidade com Fm (correlagao = 0,69)
e (Fm'-F ") / Fm' (correlagdo = 0,74). Apos a redugao da dimensionalidade, se removeu a NPQ
porque se tornou altamente correlacionada com Fm e apresentou baixa contribui¢do para a
variagdo explicada. (Fm'-F ") / Fm', Fm, FO e Rfd foram as melhores varidveis explicativas nos
dois primeiros eixos de PC, que continham 71% da variacao total (ver FIGURA 2 na se¢do
Resultados). Utilizou essas varidveis para se ajustar a um modelo mixto linear multivariavel
(MLM) usando as variaveis de resposta previamente selecionadas. Os tipos de tratamento foram
considerados como corrigidos enquanto o numero individual e o bloqueio como efeitos
aleatorios. Nos investigamos as diferencas de SPAD de acordo com os tratamentos, ajustando
um MLM simples, no qual o bloco foi tratado como efeito aleatério. Em todas as analises, a
exploracdo de dados foi realizada seguindo o protocolo introduzido por Zuur, Ieno e Elphick
(2010). Examinou a homogeneidade das parcelas de valores ajustados versus valores residuais,
parcelas quantile-quantile, histogramas e distancia de Cook para validar os modelos lineares
(ZUUR et al., 2009). Realizamos PCA usando pacotes veganos (OKSANEN et al., 2018) e
FactoMineR (HUSSON et al., 2017) e MLMs usando Ime4 (BATES et al., 2017) e carro (FOX

et al., 2017). Todas as analises foram realizadas na versao R 3.4.3 (R Core Team 2017).
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5 RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento vegetal

As plantas crescidas em solo contaminado (tratamento CJ) e com biochar (CJB)
apresentaram menores massa fresca e seca de raizes e menor massa seca de parte aérea quando
comparadas ao controle com solo ndo contaminado (TJ) (TABELA 3). No entanto, a inoculagdo
do consorcio fungico condicionou melhor crescimento de raizes e parte aérea, sendo
estatisticamente iguais ao do tratamento controle, independente da presenca do biochar (CJF

ou CJFB).

TABELA 3- Variaveis de crescimento de plantas Jacaranda mimosifolia D. Don crescido em
solo contaminado com metais e sob aplicag@o de isolados fliingicos e biochar.

Tratamento MFPA MFR MSPA MSR
T] 21,68 (2.11)a 16,64 (5,48) a 13,76 (2,21)a 13,48 (4,06) a
CJ 16,19 (4,63) a 10,27 (0,32) b 10,04 (2,00) b 8,26 (1,20) b
CJF 24,61 (3,50) a 20,51 (5,29) a 13,51 (1,89) a 14,96 (2,34) a
CJB 19,73 (6,90) a 12,57 (3,03) b 11,38 (2,67) b 10,34 (2,42) b
CJFB 25,28 (0,78) a 16,66 (4,94) a 14,10 (0,99) a 12,51 (2,59) a

Médias (desvio padrao) (n=06) de variaveis das plantas de J. mimosifolia crescidas em casa-de-vegetagao. Letras
minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott).
TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda
e com consorcio fungico; CJB- Solo contaminado com jacarandd e biochar; CJFB- Solo contaminado com
jacaranda, consoércio fungico e biochar. MFPA: Massa Fresca Parte Aérea; MFR: Massa Fresca Raizes; MSPA:
Massa Seca Parte Aérea; MSR: Massa Seca Raizes.

5.2 Metais na planta

A aplicagdo do consorcio fungico e de biochar nas plantas crescidas em solo
contaminado (CFJ, CJB e CJFB) reduziu a concentragdo de cobre nas raizes ao nivel das plantas
controle (solo ndo contaminado), os quais apresentaram valores inferiores ao tratamento de solo
contaminado e sem aplica¢do de condicionadores (CJ) (TABELA 4). O teor de Mn nas raizes
nao sofreu efeito dos tratamentos. As concentracdes de Zn nas raizes dos tratamentos com solo

contaminado nao se diferiram, mas foram superiores ao solo controle.
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TABELA 4- Teores dos metais pesados no sistema radicular de plantas Jacaranda mimosifolia
D. Don crescido em solo contaminado com metais e sob aplicagdo de isolados flingicos e
biochar.

Tratamento Cu Mn Zn
mg Kg-1
TJ 44,83 (36,23) b 72,54 (28,96) a 17,74 (5,59) b
CJ 102,25 (31,42) a 186,00 (87,06) a 222,00 (142,55) a
CJF 53,25 (21,88) b 147,50 (235,14) a 197,50 (212,82) a
CIB 58,00 (17,98) b 110,00 (16,73) a 156,67 (48,44) a
CJFB 36,67 (4,51) b 55,00 (12,91) a 92,50 (33,04) a

Médias (desvio padrdo) (n=6) de teores dos metais pesados no sistema radicular das plantas de J. mimosifolia
crescidas em casa-de-vegetagdo. Letras minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os
tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott). TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com
jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda e com consoércio fingico; CJB- Solo contaminado com jacaranda
e biochar; CJFB- Solo contaminado com jacaranda, consorcio fungico e biochar.

As plantas crescidas em solo contaminado ndo apresentaram diferenca no teor do Cu,
Mn e Zn na parte aérea, independente dos tratamentos, mas com maior concentracdo em

comparag¢do ao solo ndo contaminado (TABELA 5).

TABELA 5- Teores dos metais pesados na parte aérea de Jacaranda mimosifolia D. Don
crescido em solo contaminado com metais e sob aplicagdo de isolados fungicos e biochar.

Tratamento Cu Mn Zn
mg Kg!
TJ 6,97 (1,95) b 26,94 (5,33) b 16,54 (1,31) b
CcJ 12,08 (2,26) a 93,18 (47,36) a 76,48 (22,38) a
CJF 11,68 (3,99) a 136,68 (33,63) a 112,92 (44,35) a
CJB 12,41 (4,93) a 109,16 (37,34) a 92,12 (30,52) a
CJFB 17,39 (10,81) a 126,19 (83,79) a 62,34 (28,70) a

Meédias (desvio padrido) (n = 6) de teores dos metais pesados em tecidos foliares nas plantas de J. mimosifolia
crescidas em casa-de-vegetagdo. Letras minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferencas entre os
tratamentos (p<0.05, teste de Scott-Knott). TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com
jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda e com consorcio fungico; CJB- Solo contaminado com jacaranda
e biochar; CJFB- Solo contaminado com jacaranda, consorcio fungico e biochar.

Por outro lado, os resultados de concentracao total de metais acumulados foram
diferentes daqueles observados para a concentracdo nos tecidos (FIGURA 1). Para o total
acumulado nas raizes, apenas o Cu apresentou diferenca estatistica entre tratamentos. As plantas

crescidas em solo contaminado (CJ) e contaminado com aplicagdo de consorcio fungico (CJF)

acumularam mais Cu do que os demais tratamentos (FIGURA 1a). O acimulo de Cu na parte
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a¢rea (FIGURA 1a) e de Mn e Zn nas raizes ndo diferiu entre os tratamentos (FIGURAs 1b e
Ic).

A aplica¢do de fungos e biochar (CJF, CJB e CJFB) promoveu maior acumulacdo de
Mn na parte aérea em comparagdo aos controles em solo contaminado (CJ) e ndo contaminado
(TJ) (FIGURA 1B). O tratamento que mais acumulou Zn na parte aérea foi quando se inoculou
0 solo com os cinco isolados fungicos (CJF) (FIGURA 1C). O jacaranda acumula mais Mn e

Zn na parte aérea quando crescido em solo contaminado (CJ) em comparacdo ao solo natural
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FIGURA 1- Total de metais acumulado na parte aérea e raizes de Jacarandd mimosifolia (n=6). (A)
Cobre; (B) Manganés, (C) Zinco. TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com
jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda e com consoércio fungico; CJB- Solo contaminado
com jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado com jacaranda, consorcio fungico e biochar. Letras
minusculas diferentes dentro das barras nos graficos mostram diferencas entre os tratamentos (p<0.05,
teste de Scott- Knott). T: Solo testemunha; C: Solo Contaminado; CF: Solo contaminado com consorcio
fungico; TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacarandd; CJF- Solo
contaminado com jacaranda e com consoércio fungico; CJB- Solo contaminado com jacaranda e biochar;
CJFB- Solo contaminado com jacaranda, consorcio fungico e biochar.
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5.3 Metais no solo e lixiviado

O teor de Cu e de Zn no solo foram superiores nos tratamentos no solo contaminado em
comparagdo aos tratamentos sem metais (TABELA 6). Os solos contaminados sem planta
apresentaram menores teores de Cu, Mn e Zn do que os tratamentos com planta. Para Mn,
observamos que as concentragdes dos tratamentos com o consorcio fungico em jacaranda foram

superiores aos demais tratamentos (TABELA 6).

TABELA 6- Teores de metais pesados nos solos das colunas sob efeito de diferentes

tratamentos.

Tratamento Cu Mn Zn
mg dm
T 2,08 (1,03) ¢ 9,00 (1,66) c 1,53 (0,63) c
T 3,65 (3,61) ¢ 15,23 (4,67) 1,64 (0,67) ¢
C 25,75 (0,95) b 13,58 (1,97) ¢ 20,26 (1,89) b
CF 32,17 (0,85) a 19,78 (6,84) ¢ 29.22 (3,70) a
a 32,60 (0,62) a 37,80 (19,10) b 30,00 (3,22) a
CIF 32,03 (1,77) a 62,68 (15,13) a 30,43 (0,84) a
CIB 30,02 3,41)a 35,07 (12,12) b 26,48 (2,60) a
CJFB

30,18 (1,53) a

48,50 (9,65) a

27,60 (0,52) a

Meédias (desvio padrdo) (n = 6) de teores dos metais pesados nos solos das colunas do experimento realizado em
casa-de-vegetagdo. Letras minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os tratamentos
(p<0.05, teste de Scott- Knott). T: Solo testemunha; C: Solo Contaminado; CF: Solo contaminado com consorcio
fangico; TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo contaminado com
jacaranda e com consoércio fungico; CIB- Solo contaminado com jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado
com jacaranda, consorcio flingico e biochar.

Os maiores valores de total de Cu acumulado nos lixiviados ocorreram nos tratamentos
com jacarandd no solo contaminado (CJ) e jacarandd em solo contaminado inoculado com
consorcio fungico (CJF) (TABELA 7). O total de Cu lixiviado mesmo no solo contaminado
sem planta (C) foi minimo e ndo diferiu do controle ndo contaminado (T). O total de Mn e Zn
foi maior no lixiviado dos solos contaminados quando comparado aos tratamentos ndo
contaminados. No entanto, a presenca de plantas com adi¢dao de biochar e consorcio fingico
(CJFB) em solo contaminado diminuiu o total de Cu, Mn e Zn no lixiviado, chegando ao mesmo
nivel dos tratamentos ndo contaminados. Esse resultado indica o potencial do tratamento de

inibir a lixiviagdo de metais e a contaminacao de dguas subterraneas.
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TABELA 7- Total dos metais pesados nos lixiviados coletados das colunas sob efeito de

diferentes tratamentos.

Tratamento Cu Mn Zn
pgrama

T 8,95 (4,05) c 82,48 (63,98) b 97,96 (2,67) b

C 14,68 (4,76) ¢ 6791,51 (8960,19 a 15922,42 (20415,01) a

CF 152,08 (55,03) b 1621,17 (1086,23) a 2319,86 (1015,75) a

TJ 4,05 (3,66) d 9,00 (4,84) c 25,01 (14,17)b

CJ 523,72 (236,07) a 1246,58 (1266,20) a 3376,33 (2381,84) a
CJF 678,43 (993,39) a 1500,95 (1108,49) a 4148,80 (5629,72) a
CJB 232,23 (215,28) b 1506,12 (1817,50) a 1902,03 (2045,61) a
CJFB 24,59 (11,19) ¢ 266,37 (213,99) b 164,53 (143,57) b

Médias (desvio padrdo) (n=6) dos totais dos metais pesados nos lixiviados coletados das colunas do experimento
realizado em casa-de-vegetagdo. Letras mintsculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os
tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott). T: Solo testemunha; C: Solo Contaminado; CF: Solo contaminado
com consoércio fungico; TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo
contaminado com jacaranda e com consoércio fungico; CJB- Solo contaminado com jacarandé e biochar; CJFB-
Solo contaminado com jacaranda, consoércio fiingico e biochar.

5.4 Fatores de bioconcetracao (FB), translocacao (FT) e lixiviacao (FL)

O fator de bioconcentracao das plantas variou de 1,44 a 31,82 para o Cu, de 2,8 a 7,09
parao Mn e de 5,6 a 18,43 para o Zn (TABELA 8). No entanto, os tratamentos somente tiveram
efeito no FB para Cu, onde plantas em solo ndo contaminado apresentaram maior média de FB

(31.82) em comparagdo aos solos contaminados.

TABELA 8- Fator de Bioconcentragao, utilizando a somatoria das concentragdes de metais na
parte aérea e sistema radicular de plantas Jacaranda mimosifolia D. Don crescido em solo
contaminado com metais e sob aplicag¢do de isolados fungicos e biochar.

Tratamento Cu Mn Zn
TJ 31,82a 7,09 a 18,43 a
CJ 4,06 b 9,38 a 11,22 a
CJF 2,05b 4,71 a 10,21 a
CJB 2,370 7,44 a 9,61l a
CJFB 1,44 b 2,88 a 5,60 a

Meédias (desvio padrao) (n=6) dos FBCs das plantas de J. mimosifolia crescidas em casa-de-vegetagdo. Letras
minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott).
TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda
e com consorcio fungico; CJB- Solo contaminado com jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado com
jacaranda, consoércio fingico e biochar.

63



Os valores de FT (relagdo da transferéncia dos metais das raizes para a parte aérea)
variaram de 0,12 a 0,55 para Cu, 0,33 a 1,72 para Mn ¢ 0,32 a 1,98 para Zn (TABELA 9). Com
base nesses dados, observa-se que a transferéncia do Mn mostrou ser mais eficiente quando as
plantas estiveram expostas aos fungos e biochar (CJF, CJB e CJFB); e a do Zn quando os solos
foram inoculados os isolados fungicos (CJF). O FT de Cu ndo mostrou diferenca estatistica

entre os tratamentos.

TABELA 9- Fator de Translocagao de plantas de Jacaranda mimosifolia D. Don crescido em
solo contaminado com metais e sob aplicacao de isolados fiingicos e biochar.

Tratamento Cu Mn Zn
TJ 0,33 a 0,33b 0,89b
CJ 0,12a 0,61b 0,32b
CJF 0,26 a 1,57 a 1,98 a
CJB 0,23 a 0,98 a 0,60 b
CJFB 0,55a 1,72 a 0,69b

Médias (desvio padrdo) (n=6) dos FTs das plantas de J. mimosifolia crescidas em casa-de-vegetag@o. Letras
minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott).
TJ — Solo controle com Jacarandé; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda
e com consorcio fingico; CJB- Solo contaminado com jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado com
jacaranda, consorcio fingico e biochar.

O Fator de Lixiviagcao mostra o potencial de o metal se mover em profundidade em dada
situagdo. Os maiores valores de FL para Cu ocorreram sob os tratamentos com jacarandd em
solo contaminado (CJ), jacarandd em solo contaminado inoculado com o consércio fingico
(CJF) e a planta em solo contaminado com biochar (TABELA 10). Por outro lado, o tratamento
com jacarand4 em solo contaminado e com adi¢ao dos isolados fungicos e de biochar (CJFB)
apresentaram os menores valores de FL de Zn, sendo iguais ao solo ndo contaminado com
crescimento de jacaranda (TJ). Comparado as colunas com apenas solo contaminado (C), o
tratamento CJFB reduziu o FL em mais de 200% para Zn (TABELA 10), sendo quem em um

desses tratamentos houve a inoculagao dos fungos, quando comparado ao tratamento com solo

controle com plantas.
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TABELA 10- Fator de Lixiviagao (concentragao de metal no lixiviado/concentra¢ao no solo)

sob efeito de diferentes tratamentos.

Tratamento Cu Mn Zn
T 0,0045 (0,0024) ab 0,008 (0,006) b 0,065 (0,022) ab
C 0,0004 (0,0001) b 0,288 (0,339) a 0,919 (1,140) a
CF 0,0040 (0,0003) ab 0,063 (0,035) a 0,074 (0,034) ab
TJ 0,0072 (0,0048) ab 0,004 (0,002) b 0,055 (0,008) ab
a 0,0158 (0,0020) a 0,041 (0.052) ab 0,098 (0,059) ab
CJF 0,0198 (0,0298) a 0,023 (0,015) ab 0,141 (0,189) ab
CJB 0,0111 (0,0079) a 0,034 (0,026) ab 0,109 (0,086) ab
CJFB 0,0067 (0,0086) ab 0,016 (0,008) ab 0,019 (0,008) b

Meédias (desvio padrdo) (n = 6) dos FL nos solos das colunas do experimento realizado em casa-de-vegetagdo.
Letras minusculas diferentes dentro da coluna mostram diferengas entre os tratamentos (p<0.05, teste de Friedman
para varidveis ndo paramétricas). T: Solo testemunha; C: Solo Contaminado; CF: Solo contaminado com consoércio
fangico; TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo contaminado com
jacaranda e com consoércio fingico; CIB- Solo contaminado com jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado
com jacaranda, consorcio flingico e biochar.

5.5 Analise quimica do solo

O pH do solo, mesmo com a adi¢do do biochar, ndo apresentou diferenga entre os
tratamentos. A concentragdo do Carbono Organico (C.O), juntamente com o H + Al, no
tratamento CJF, foi estatisticamente superior aos demais tratamentos. O potdssio, na presenga
dos condicionadores do solo aqui avaliados, diferiu positivamente sua concentragao no solo em
relacdo aos outros tratamentos. Na presenca do consdrcio fungico, a concentragdo de Ca

mostrou ser igual no solo controle com Jacaranda e superior aos demais (TABELA 11).
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TABELA 11- Atributos da fertilidade do solo sob efeito de diferentes tratamentos.

Tratamento pH P K Ca Mg H + Al C.0
mg kg-> cmolc kg-3 dag kg-!
T 6,10 (0,09) a 35,50 (17,14) b 0,19(0,01)d 3,33(0,48)b 0,85 (0,12) a 2,23 (0,61)c  1,09(0,12) b
C 6,23 (0,05) a 44,57 (25,77) b 0,26 (0,05)c  3,03(0,73) b 0,77 (0,18) a 1,68 (0,18)d 1,08 (0,15)b
CF 6,17 (0,16) a 42,67 (27,18) b 0,29 (0,02)c  3,13(0,39)b 0,90 (0,13) a 2,05(0,12)c 1,08 (0,03) b
TJ 6,18 (0,12) a 86,50 (5,71) a 0,43 (0,03)b 4,18 (0,36) a 0,90 (0,30) a 2,75(0,27)b 1,21 (0,21) b
CJ 6,10 (0,10) a 79,15 (7,47) a 0,42 (0,08) b 2,88 (0,66) b 0,81 (0,21) a 2,66 (0,30)b 1,26 (0,16) b
CJF 6,13 (0,10) a 84,03 (16,20) a 0,56 (0,06)a 3,88 (0,84)a 0,99 (0,21) a 3,30 (0,14)a 1,49 (0,24) a
CJB 6,20 (0,09) a 86,90 (20,26) a 0,52 (0,05)a  2,80(0,25)b 0,75 (0,13) a 2,62 (0,31)b  0,95(0,09) b
CJFB 6,12 (0,08) a 80,76 (12,83) a 0,59 (0,03)a 3,16(0,39)b 0,77 (0,13) a 2,87 (0,06)b 1,20(0,10) b

Meédias (desvio padrao) (n = 6) de teores dos nutrientes nos solos das colunas do experimento realizado em casa-de-vegetacdo. Letras minusculas diferentes dentro da
coluna mostram diferengas entre os tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott). T: Solo testemunha; C: Solo Contaminado; CF: Solo contaminado com consoércio fingico;
TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacaranda; CJF- Solo contaminado com jacaranda e com consoércio fingico; CIB- Solo contaminado com
jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado com jacaranda, consorcio fingico e biochar.

5.6 Fotossintese

A unica variavel que apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos foi a fluorescéncia minima em estado de adaptagdo ao escuro
(F0), o qual indica estresse provocado por fatores ambientais. As plantas em solo contaminado (CJ) e aquelas em solo contaminado com adigado de
fungos e biochar (CJFB) apresentaram menor valor de F0, indicando estresse fotossintético provocado pelos metais no solo (TABELA 12).

Apesar das variaveis (Fm'-F ') / Fm', Fm, FO e Rfd representaram a maior parte da variacdo de dados, elas ndo estavam relacionadas a
nenhuma segregagao grupal. O biplot da PCA ilustra a falta de diferenga entre os altos grupos sobrepostos, especialmente quando se considera o

grupo controle (FIGURA 2). Os resultados da MLM corroboram isso, sem diferencas significativas entre os tratamentos relativos aos parametros
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fotossintéticos selecionados (x2 = 7,53; df = 4; p = 0,111). Os MLMs univariados nas seis
variaveis de fotossintese proporcionam resultados semelhantes (resultados ndo apresentados).

O SPAD também ndo diferiu de acordo com os distintos grupos de tratamento (X2 = 3,86; df =

4; p =0,426).
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FIGURA 2- PCA biplote demonstrando contribui¢des de varidveis e os cinco grupos de
tratamento formados ao longo dos dois primeiros eixos de PCs. As elipses compreendem 0,95
intervalos de confianca.
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TABELA 12- Variaveis que indicam estresse biotico e abidtico de plantas de Jacaranda mimosifolia D. Don crescido em solo contaminado com
metais e sob aplicacdo de isolados fingicos e biochar.

Tratamento F0 Fm Fv/Fm NPQ Rfd (Fm'-F')/ Fm' SPAD
T 58,13 (3,93) a 233,21 (32,79) a 0,75 (0,02) a 0,38 (0,14)a 3,18 (0,56) a 0,47 (0,02)a 26,39 (7,59) a
cl 51,52 (1,44) b 253,13 (27,98) a 0,78 (0,01) a 0,34 (0,10)a  3,12(0,75) a 0,53 (0,05)a  30,38(8,83)a
CJE 55,47 (6,54) a 245,85 (33,92) a 0,77 (0,02) a 0,29 (0,05)a  3,36(0,15)a 0,50 (0,04)a 30,64 (4,34)a
CIB 61,51 (5,09) a 250,21 (35,09) a 0,75 (0,04) a 0,32 (0,12)a 3,28 (0,32)a 0,48 (0,07)a  30,30(9,25)a
CJFB

4849 (3,87)b  20541(32,88)a  0,74(0,05)a  0,25(0,09)a 2.66(0,34)a  050(0,09)a  18,65(3,50)a

Médias (desvio padrdo) (n=06)de variaveis que indicam estresse bidtico e abidtico nas plantas de J. mimosifolia crescidas em casa-de-vegetagdo. Letras minusculas diferentes
dentro da coluna mostram diferengas entre os tratamentos (p<0.05, teste de Scott- Knott). TJ — Solo controle com Jacaranda; CJ- Solo contaminado com jacarandé; CJF- Solo
contaminado com jacaranda e com consorcio fungico; CJB- Solo contaminado com jacaranda e biochar; CJFB- Solo contaminado com jacarandé, consorcio fingico e biochar.
FO- fluorescéncia minima em estado de adaptacdo ao escuro; Fm- maxima fluorescéncia em estado de adaptacdo sombria; Fv/Fm- rendimento quintico maximo; NPQ-
apagamento nao fotoquimico durante a adaptagdo da luz; Rfd- taxa de declinio de fluorescéncia em estado estacionario; (Fm'-F')/ Fm'- eficiéncia operacional de PSI; SPAD teor
relativo de clorofila.

6 DISCUSSAO

A inoculagdo do consorcio fungico aumenta o potencial de fitorremediacdo pelo Jacaranda mimosifolia por mediar maior crescimento de
raizes, maior acuimulo de Mn e Zn na planta, melhor translocagdao de Mn e Zn das raizes para a parte aérea, além de diminuir o estresse fisioldgico
(TABELA 12). Além disso, a combinagado de aplicacdo de fungos e biochar nas mudas reduz o risco ambiental de contaminacao por metais porque
ha reducao no total lixiviado de Cu, Mn e Zn.

Os cinco fungos utilizados sdo ferramentas para a melhoria no desenvolvimento das plantas (SASAN; BIDOCHA, 2012; GIBSON et al., 2014; LIAO
et al., 2014). Essa melhora ¢ proporcionada pelo beneficio a resposta inato-imune (BROTMAN et al., 2012; HERMOSA et al.,2013)
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, devido a producdo de 4cido jasménico (AS), acido abscisico (ABA) e 4cido salicilico (AS) (CONTRERAS-
CORNEIJO et al., 2011; MARTINEZ-MEDINA et al., 2011), e 4 maximizagdo no desenvolvimento
do sistema radicular (MACIA-VICENTE et al., 2009; JABER; ENKERLI, 2016). Esses cinco
FPCV apresentam a capacidade de sintetizar auxinas (PEDRAS; MONTAUT, 2003;
CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009; CAVELLO et al., 2015; ZAVALA-GONZALES et al.,
2015; LIAO et al., 2017), fitohormonios relacionados com o aumento das raizes, e induzirem
as plantas colonizadas a produzirem fitohormonios (MACIA-VICENTE et al., 2009;
CONTRERAS-CORNEJO et al., 2011; KHAN et al., 2012; MARTINEZ-MEDINA et al.,
2014).

E provavel que o melhor crescimento de raizes, mesmo com a possivel inibi¢do do
crescimento radicular pelo excesso de zinco (VAILLANT et al., 2005), foi devido a produgao
de auxinas pelos fungos inoculados e ou devido a indu¢do da sintese pelas plantas de tal
fitohormonios. Importante destacar que o biochar ndo interferiu no efeito de crescimento de
raizes. Outro fator que pode ter contribuido no desenvolvimento das plantas inoculadas mesmo
na presenca de metais pesados ¢ a produ¢ao de ABA pelas plantas colonizadas pelo
Trichoderma (RAGHAVENDRA et al., 2010). Este fitohormdnio esté relacionado a promocao
do crescimento e desenvolvimento das plantas em situagdes de estresse por fatores abioticos.

O maior crescimento de raizes induzido pelos fungos resultou em maior potencial de
translocacdo (FT) e acumulo de Mn e Zn na parte aérea. Estudos relatando sobre a maior
translocagdo de Mn e Zn, devido a maior biomassa do sistema radicular das plantas, sdo
€SCassos.

Plantas consideradas hiperacumuladoras apresentam uma excelente capacidade de
translocarem, apds a absorcdo pelas raizes, os metais pesados para a biomassa acima do solo
(fator de translocacdo > 1) (RASCIO; NAVARI-IZZO0, 2011). A FT para o Cu variou de 0,12
a 0,55 e ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, e isso pode estar relacionado
com um possivel modo de defesa apresentado pelo Jacaranda mimosifolia para prevenir a
intoxicagdo por tal elemento. O transporte reduzido dos metais para a parte aérea ¢ uma
estratégia utilizada pelas plantas, concentrando-os no sistema radicular por meio da
compartimentalizacdo sub-celular e diminui¢do da absor¢do via exsuda¢do de compostos
organicos secretados (CAMBROLLE et al., 2011). Outro resultado que ilustra essa possivel
explicacdo para o reduzido FT do Cu, foi a propor¢do entre o total do metal nas raizes e na parte
aérea mostrada na FIGURA 1A. Mas também deve-se considerar o tempo de permanéncia em
solo contaminado; no nosso caso, 45 dias de crescimento podem ter contribuido para pouca

translocacdo de Cu para a parte aérea.
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Um importante efeito relatado aqui ¢ a diminuicao do total de Cu, Mn e Zn lixiviados
no tratamento com aplicagdo de fungos conjuntamente com o do biochar (CJFB) em
comparagdo com os demais tratamentos com solo contaminado (TABELA 7). O biochar e os
fungos aplicados isoladamente ndo apresentaram tal performance, demonstrando uma interagao
entre os dois condicionadores aplicados. Esse ¢ um efeito que combina maior crescimento de
raizes (TABELA 3) as propriedades do biochar de retencdo de cations e 4gua (CAO; HARRIS,
2010; UCHIMIYA et al., 2010; RONDON et al., 2007; SOLAIMAN et al., 2010). Com menor
movimentagdo de dgua e maior retencao de cations, esse condicionador do solo pode ajudar a
reduzir a mobilidade metais pesados. Como nos resultados apresentados aqui, a aplica¢ao
isolada de biochar pode ndo diminuir a lixiviagdo do metal. Em um solo cultivado com aveia
(Avena sativa L.) e irrigado com aguas residuais, a adicdo do biochar reduziu a absor¢ao de Zn
e Cd pela planta, entretanto, a percolagdio do Zn no solo aumentou (WAGNER;
KAUPENJOHANN, 2014). Assim, sugere-se a combinacdo dos fungos e biochar na
fitorremediacdo para reduzir a lixiviagdo de metais.

O menor valor de FO em solo contaminado (CJ) em comparacdo ao solo ndo
contaminado (TJ) indica que a contaminagdo com metais ndo afetou os centros de reagdes do
fotossistema II (PS 1I) (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989), ao contrario do que foi visto
em Datura sanguinea expostas ao zinco, onde o aumento dos valores de FO foram relacionados
com o aumento do estresse ocasionado pelo ion metalico (VAILLANT et al., 2005). Isso ja foi
relatado para algumas espécies de plantas: quando expostas a altas concentragdes de Cu e Zn
podem vir a ter a taxa de transferéncia de elétrons reduzida e a atividade do PS Il comprometida
(MALLICK; MOHN, 2003; JANIK et al., 2010). Além disso, o estresse gerado pelo zinco pode
reduzir a condutancia estomatica, dentre outros fatores, pelo fato de alterar a concentracdo de
ABA na planta, que controla o movimento dos estdomatos (MARSCHNER, 1999).

As hifas fungicas podem acumular metais por ligagdo de cargas em suas paredes
celulares e impedir a concentracdo no tecido vegetal (MISHRA; MALIK et al., 2014;
VIJAYARAGHAVAN; BALASUBRAMANIAN, 2015; AWASTHI et al., 2017), mas a
concentracdo de metais nas raizes e parte aérea do tratamento inoculado (CJF) ndo diferiu das
plantas sem inoculagdo em solo contaminado (CJ) (TABELAS 4 e 5). Portanto, mecanismos
fisiologicos de protegdo ao PSII desconhecidos podem ter desencadeado com a aplicagdo do
consorcio fungico. Considerando que o Ca tem papel importante na manutencao da estrutura
do aparelho fotossintético (BARONA et al., 2001), a inoculagdo dos fungos pode ter
influenciado na protecao fisioldgica por meio do aumento dos teores de Ca e matéria organica

no solo (TABELA 11).
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Por meio da anélise dos resultados FIGURA 2 e da TABELA 12, que apresentam dados
relacionados com a fluorescéncia da clorofila, ¢ possivel afirmar que a planta ndo reduziu sua
taxa fotossintética devido a concentragao de ions metalicos presentes nos solos contaminados.
Possivelmente, a planta utilizou de artificios para evitar a redugdo da fotossintese, como a
compartimentalizacdo sub-celular e redugao da absorcao via exsudacao de compostos organicos
secretados (CAMBROLLE et al., 2011).

Para entender melhor o estresse da contaminagao sobre a planta, ¢ importante investigar
outros parametros fotossintéticos. A maxima eficiéncia quantica do PS II (Fv/Fm) ja foi vista
como um excelente indicador de estresse das plantas por diversos fatores ambientais (LIU et
al., 2011; QIN et al. 2011). Nesse presente estudo, a relacdo Fv/Fm das plantas expostas aos
diferentes tratamentos manteve-se estatisticamente igual as plantas cultivadas em solo controle
(TABELA 12). Isso sugere pouco estresse gerado na planta pela adi¢do dos metais pesados ao
solo. Isso ¢ corroborado pela ndo redugdo no teor relativo de clorofila no Jacarandé. Essa baixa
fotoinibi¢do indica o potencial de uso do Jacaranda para a fitoextracdo de metais por longos
periodos. Ja em outras plantas, a contamina¢do por metais do meio afeta a maxima eficiéncia
quantica do PS II. Em videiras expostas a 23 mM de Cu, houve a reducdo de valores de Fv/Fm,
reduzindo o carbono fixado nas plantas e diminuindo o crescimento (CAMBROLLE et al.,
2015). Também ha o relato de diminui¢ao de Fv/Fm em Spartina densiflora quando expostas a

Zn (MATEOS- NARANJO et al., 2008).

7 CONCLUSAO

O Jacarandd Mimoso tem potencial de aplicagdo na remediagdo de metais pesados,
principalmente pelo fato de ndo reduzir sua atividade fotossintética. A aplicagdo dos fungos e
do biochar aumentaram o potencial de fitorremediacdo, por condicionar maior crescimento de
raizes, maior acimulo de Mn e Zn na planta, melhor transloca¢do de Mn e Zn das raizes para a
parte aérea. A aplicacao conjunta de fungos e biochar nas mudas ¢ recomendada por apresentar
protecdo a sua atividade fotossintética e por reduzir o risco ambiental de contaminacdo por
metais pelo fato de resultar em redugdo no total lixiviado de Cu, Mn e Zn. E necessario ainda
entender as influéncias do consoércio fungico e do biochar na potencializagao da fitorremediacao

a longo prazo, visto que esse experimento foi realizado dentro de um prazo de 45 dias
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