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RESUMO

ALVES, GABRIEL SOUSA. Fungos promotores do crescimento do feijoeiro, micorriza
arbuscular e atributos bioquimicos do solo 2018, 57p. Dissertagao (Mestrado em Qualidade
Ambiental) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

A busca pelo aumento da produtividade vegetal geralmente resulta no uso de insumos agricolas
vindos da mineracao ou sintéticos, podendo causar efeitos deletérios nos processos ecologicos
e nos ciclos biogeoguimicos. Neste cenario, pesquisas sobre alternativas bioldgicas para
promover o crescimento vegetal sdo importantes para melhoria da qualidade ambiental nas
atividades agricolas. Um grupo importante de microrganimos benéficos sdo os fungos
endofiticos promotores de crescimento vegetal, os quais podem agir por meio de regulagdo de
sintese de fitormonios, indugdo do sistema de defesa da planta ou controle por meio de
patogenia contra pragas e doengas. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito da aplicagdo desses
fungos sobre os processos bioldgicos e sobre a fertilidade do solo. Assim, foram investigados
os efeitos de cinco isolados fungicos (Beauveria bassiana; Trichoderma asperellum;
Metarhizium anisopliae; Purpureocillium lilacinum; Pochonia chlamydosporia) sobre
Parametros quimicos do solo, variaveis do tecido vegetal e parametros biologicos. Levantou-se
a hipdtese de que esses fungos podem estimular a microbiota e atributos de fertilidade da
rizosfera, resultando em melhoras para o crescimento vegetal. O emprego dos fungos
endofiticos testados, isolados ou em consorcio, potencializaram a colonizagdo micorrizica e
atividade de FDA, além de refletir na fertilidade do solo (indices de CTC e magnésio), na massa
seca ¢ fresca do sistema radicular, na massa seca da parte aérea. Por outro lado, os resultados
para a atividade das enzimas fosfatase acida, arilsultafase e B-glicosidase, ndo apresentaram
resultados significativos. As alternativas biologicas aos insumos minerais e sintéticos podem
subsidiar praticas ¢ manejos que estimulem o equilibrio ecoldgico ao solo, melhorando as
fungdes naturais e a qualidade ambiental na produg@o de alimentos. Este trabalho demonstra a
versatilidade apresentada pelos isolados fingicos estudados, além de apresentar inumeras linhas
de pesquisa potencialmente aplicaveis a fim de avangar neste cendrio de microrganismos
utilizados em atividades agricolas.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, fungos rizosféricos, condicionador do solo, microbiologia

do solo, atividade enzimatica.
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ABSTRACT

ALVES, GABRIEL SOUSA. Fungi promoters of bean growth, arbuscular micorrize and
soil biochemical attributes 2018, 57p. Dissertation (Master in Environmental Quality) -
Federal University of Uberlandia, Uberlandia.

The search for increased plant productivity usually results in the use of mined or synthetic
agricultural inputs, which can cause deleterious effects on ecological processes and
biogeochemistry cycles. In this scenario, research on biological alternatives to improve plant
growth is important for improving environmental quality in agricultural activities. An important
group of beneficial microorganisms are plant growth promoting endophytic fungi, which can
act by regulation of phytohormone synthesis, induction of the plant defense system or control
by pathogenesis against pests and diseases. However, little is known about the effect of the
application of these fungi on biological processes and on soil fertility. Thus, the effects of five
fungal isolates (Beauveria bassiana; Trichoderma asperellum; Metarhizium anisopliae;
Purpureocillium lilacinum; Pochonia chlamydosporia) on soil chemical parameters, plant
tissue variables and biological parameters were investigated. It was hypothesized that these
fungi may stimulate the microbiota and fertility attributes of the rhizosphere, resulting in
improvements to plant growth. The use of endophytic fungi tested, isolated or in a consortium,
potentiated the mycorrhizal colonization and FDA activity, besides reflecting on soil fertility
(CTC and magnesium indices), dry and fresh root system mass, dry mass aerial, on the other
hand, the results for the activity of the enzymes acid phosphatase, arilsultaphase and f3-
glycosidase, did not present significant results. Biological alternatives to mineral and synthetic
inputs may support practices and management that stimulate ecological balance in the soil,
improving natural functions and environmental quality in food production. This work
demonstrates the versatility presented by the studied fungal isolates, besides presenting
numerous lines of research potentially applicable in order to advance in this scenario of
microorganisms used in agricultural activities.

Key words: Direct and indirect mechanism, Plant growth, Endophytic fungal Versatility,

biological fertilization, reduction of agricultural inputs use;
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CAPITULO 1
FUNGOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO DO FEIJOEIRO, MICORRIZA
ARBUSCULAR E ATRIBUTOS BIOQUIMICOS DO SOLO

INTRODUCAO GERAL

A populagdo mundial em franco crescimento e desenvolvimento tem pressionado o
aumento de producdo agricola e a busca por mais recursos naturais como agua, energia e
nutrientes (GODFRAY et al., 2010). Sob um cenério de aumento de demanda de alimentos e
pressdo sobre vegetacdes nativas para expansdo de terras agricultdveis, o aumento de
produtividade em uma mesma area ¢ importante para buscar a preservagao dos recursos naturais
(REES et al., 2014).

Conjuntamente com o uso de cultivares melhoradas, uma das formas de aumentar a
produtividade ¢ o uso de insumos externos, como fertilizantes e agrotoxicos. Isso ¢
especialmente importante em areas tropicais umidas, onde os solos sdo de baixa fertilidade
natural e a ocorréncia de pragas e doencas ¢ constante. No entanto, o alto uso de fertilizantes
minerais pode levar ao esgotamento de minérios, emissdo de gases do efeito estufa, reducao de
microrganimos benéficos no solo e causar eutrofizacdo de aguas superficiais. Ja o uso intenso
de pesticidas pode levar a perda de biodiversidade e contaminagdo de dguas e alimentos. Nesse
contexto, a pesquisa e investimento em produgdo agricola sustentavel ¢ uma vertente de grande
importancia, alternativamente, que requer atencao (PILAU; PEDREIRA, 2016).

O condicionamento biologico do solo ou a inser¢do de microrganismos benéficos pode
auxiliar a explorar os recursos do ambiente de forma eficiente e integrada aos processos naturais
do solo. Em meio a grande biodiversidade no solo, hd microrganimos benéficos a produgao
vegetal, como fungos micorrizicos, diazotroficos, solubilizadores e mineralizadores de
nutrientes, antagonistas de patogenos e reguladores de fitormonios. Dentre os microrganismos
com potencial de melhorar o crescimento vegetal, alguns fungos endofiticos colonizam o
interior do tecido e 6rgaos vegetais, podendo desenvolver parte ou todo o seu ciclo de vida em
associacao interna com o hospedeiro (OIKOS, 2016). Nas interacdes com plantas, os fungos
endofiticos tém apresentado bons resultados quanto a promogao de crescimento vegetal. Esses
efeitos sdo produzidos por mudangas na fisiologia vegetal, crescimento de raizes, controle de
pragas e doencas, e aumento da tolerancia contra estresses bioticos e abidticos (FARIAS et al.,
2018; BARELLI et al., 2016, KHAN; LEE, 2013; TIWARI, et al., 2015; AZEVEDO, 1998).
Muitos desses fungos também crescem e colonizam a rizosfera. Uma vez que os mecanismos

que geram melhor crescimento vegetal ainda ndo sdo completamente conhecidos, ¢ possivel
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que a promocao da producdo vegetal também seja uma consequéncia da melhora das condigdes
fisicas, quimicas e biologicas do solo. Nesse contexto, esses isolados fingicos agiriam como
condicionadores bioldgicos do solo.

Dessa forma, a utilizagdao desses fungos de rizosfera pode ser uma alternativa ao uso de
insumos externos como fertilizantes e pesticidas na produgdo agricola. Devido ao potencial
tecnoldgico de importancia ambiental, o interesse e o estudo sobre os fungos promotores de
crescimento vegetal vem aumentando. A fim de contextualizar o assunto sobre fungos
endofiticos e suas potencialidades na agricultura e em tecnologias ambientais, o presente
capitulo traz os avangos no conhecimento dos efeitos e mecanismos desses promotores do
crescimento vegetal para o aumento de produtividade, controle de pragas e doengas e

descontaminagdo quimica do ambiente.

REFERENCIAL TEORICO

Fungos endofiticos: conceitos e diversidade de funcoes

Organismos que colonizam e passam parte ou todo o ciclo de vida no tecido vegetal sdo
denominados de endofiticos. Esses organismos sao encontrados no interior de tecidos e 6rgaos
de intimeras espécies vegetais em relagdes mutualisticas ou simbioticas. A presenca de
microrganismos que habitam o interior do tecido vegetal tende a levantar questionamentos
quanto a patogenicidade ou nao-patogenicidade aos hospedeiros. A resposta da interagdo
endofitico—planta depende das condi¢des bidticas e abidticas e dos gendtipos envolvidos nesta
associacdo (HARDOIM et al., 2015). Desse modo, as caracteristicas genéticas do hospedeiro e
do endofitico podem gerar resultados distintos, conforme estudo que avaliou resultados
diferentes atribuidos a um mesmo fungo, Fusarium verticilioides (BACON et al., 2008). Esse
fungo causou efeitos ambiguos em milho, podendo ser considerado patogénico ou endofitico
assintomatico a depender do estagio fenoldgico da planta (BACON et al, 2008).

Dentre os microrganismos endofiticos, ha varias espécies de fungos pertencentes a
diferentes filos que colonizam desde as raizes até a parte aérea (OIKOS, 2016). Descobertos no
inicio do século XIX, os fungos endofiticos, por habitarem o interior do hospedeiro, eram
inicialmente confundidos com patogénicos, sendo melhores detalhados apenas no inicio dos
anos 1980. A comprovacao da colonizagdo em hospedeiros vegetais e do controle de pragas se

deu nos anos 1990 (RAI et al., 2014).
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Os efeitos dos fungos endofiticos para as plantas podem ser: (I) indiretos, como o controle
de patogenos e pragas por micoparasitismo e indug¢do de mecanismos de defesa pela planta; e
(IT) diretos sobre o crescimento vegetal, sendo as relagdes de homeostases hormonais e os
mecanismos de solubilizagdo/mineralizacdo de minerais as principais causas desses efeitos
(MARTINEZ-MEDINA et al., 2014).

Potencializar a associacdo com fungos micorrizicos arbusculares (KRAUSE et al., 2015a;
KRAUSE et al., 2015b; LARIMER et al., 2012; ROZP et al., 2018), sinteses de acidos
organicos com potencial de regulagdes fitormonais (BALLARE, 2011; ETEMADI et al., 2014;
FOO et al., 2013), atenuacao dos efeitos de estresses bidticos e abioticos (TIWARI et al., 2016)
sdo resultados do condicionamento do solo ocasionados pelo emprego de fungos endofiticos.

Nesse contexto, esses fungos apresentam funcionalidades com propositos agropecudrios
(aumento de produtividade), farmacoldgicos e medicinais (regulacdo de sintese de principios
ativos vegetais ou fingicos).

Muitos fungos endofiticos promovem o crescimento vegetal, com aumento de massa de
raizes, parte aérea, prote¢do contra doencgas e pragas, tolerancia a estresses bioticos e abidticos
e até o condicionamento biologico do solo. Eles sdo conhecidos como fungos promotores do
crescimento vegetal (FPCV). Esse aumento do crescimento vem do papel dos fungos
endofiticos em produzir fitohormdnios como auxinas e giberelinas (MARTINEZ-MEDINA et
al.,, 2014) ou regular a produgdo por parte da planta. Além disso, podem ter efeito na
mineralizagdo e solubilizacdo de nutrientes, agir diretamente contra patdgenos e pragas ou

estimular o sistema de defesa vegetal e produzir metabolitos secundérios (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeitos observados com a inoculacdo de fungos endofiticos e provaveis

mecanismos de promogao do crescimento vegetal.

Efeitos Mecanismo
Crescimento de raizes e Produgao de fitohormonios pelos fungos: auxinas,
parte aérea giberelinas, acido abscisico.

Regulacdo de produgdo de fitohormonios pela planta.

Melhora da nutri¢ao Solubilizacao de fosfato.

Tolerancia a estresse hidrico. Maior crescimento de raizes
Tolerancia a doengas Controle direto dos FPCV sobre o patdgeno.

Estimulo do sistema de defesa vegetal
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Acido salicilico e acido jasmonico.
Produgao de alcaloides.
Condicionamento do solo Solubilizacao e mineralizagdo de nutrientes, estimulo a

outros organismos benéficos as plantas.

Fonte: Autor

Apesar do conhecimento de alguns dos efeitos sobre as plantas, relatos de novos isolados
fangicos e mecanismos de efeitos sobre o crescimento vegetal vem aumentando, revelando um
cenario com potencialidades de aplicagdo tecnoldgica que podem substituir ou aumentar a
eficiéncia de fertilizantes minerais e pesticidas (RAI et al., 2014). No entanto, quando
comparadas aos estudos de associa¢do micorrizica, as pesquisas de associagdes entre fungos

endofiticos e plantas sdo incipientes (RAI et al., 2014).

Espécies de fungos testadas

O efeito da aplicagdo de cinco isolados fungicos sobre a fertilidade e biologia do solo sob
feijoeiro foi estudado. Os cincos isolados testados foram: Beauveria bassiana, Trichoderma
asperellum, Metarhizium anisopliae, Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia.

O fungo entomopatogénico Beauvera bassiana (Bals. Criv.) Vuill, pertencente ao filo
Ascomycota (Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia Cordycipitaceae), tem
larga aplicacdo como defensivo, principalmente na categoria inseticida, podendo causar a
infeccdo em diversas ordens, tais como Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Diptera (ALVES,
1998). E um fungo filamentoso de coloragdo branca tendendo para o amarelo, de aparéncia
levemente cotonosa, com hifas septadas de parede lisa e conidios com variagdes sub esféricas
com dimensdes da ordem de 3-6 um (REHNER et al., 2011) e coloniza a rizosfera (TAYLOR
et. al., 2007).

Também entomopatogénico, a espécie de fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin,
(Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia Clavicipitaceae) ¢ considerado um
acaricida com conidioforos em cuja extremidade origina os esporos bem caracteristicos e de
diversas dimensdes, variado de 9,0 — 18,0 um. Apresenta hifas septadas e reproducdo assexuada
e parassexuada (ALVES, 1998) e colonizam a rizosfera (SCHRANK et. al., 2010), é capaz de
colonizar a rizosfera (DIAS-ARIEIRA et al., 2011). O fungo Pochonia chlamydosporia
(Goddard) Zare & W. Gams) (Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia

Clavicipitaceae) teve seu primeiro produto a base de P. chlamydosporia registrado pelo
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA em 2016, apos estudos que
comprovaram sua eficacia no controle de ovos de nematoides (VIGGIANO; FREITAS;
LOPES, 2014). Além de colonizar ovos de nematoides e tecidos vegetais, o P. chlamydosporia
também tem caracteristicas soprofiticas (MANZANILLA-LOPEZ, 2013). Presentes em solos
rizosféricos, este fungo filamentoso possui conidios de dimensdes e formatos variados, com
hifas diferenciadas e septadas (ZARE; GAMS, 2001).

Anteriormente conhecido como Paecilomyces lilacinus (Samson, 1974), o fungo
Purpureocillium lilacinum (Thom. Bull.) Bur. (Classe Ascomycetes, Ordem Eurotiales e
Familia Trichocomaceae) tem sua reproducdo assexuada, ¢ filamentoso e apresenta
caracteristicas nematicidas, sendo utilizado como agente de biocontrole. Apresenta micélios
aéreos com coloragdo branca no inicio alterando para coloragao purpura. Os conidios sdao
dispostos em cadeias, com caracteristicas translucidas (hialino) e quando em agrupamento,
réseo (LUANGSA-ARD et al., 2011).

Pertencente ao filo Ascomycota, o fungo Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckfeldt &
Nirenberg) (Classe Hypocreomycetidaee, Ordem Hypocreales e Familia Hypocreaceae) habita
naturalmente o solo, mais precisamente a rizosfera (HOYOS-CARVAJAL et al., 2009).
Apresenta caracteristicas saprofiticas, colonizando o solo e participando da ciclagem de
nutrientes ali presentes, potencializando a disponibilidade desses nutrientes para o meio
(SAITO et al., 2009; SINGH et al., 2018). Apresenta filamentos, com hifas septadas e micélio
com coloragcdo esverdeada e formadora de anéis concéntricos de rdpido desenvolvimento

(ZHOU et al., 2014).

Mecanismos de promocio de crescimento vegetal por fungos endofiticos

Uma vez concretizada a associagao entre fungo-planta, inimeros processos de ordem direta
e indireta ocorrem e sdo responsaveis pela promog¢do de crescimento vegetal. Os processos
diretos envolvem producao de vitaminas e de hormonios vegetais, como giberelinas e auxinas,
regulagdo de sintese hormonal pela planta, absor¢do e translocacdo de nutrientes. Ja os
processos indiretos sdo resultados da producado de sider6foros, solubilizacdo e mineralizacao de
nutrientes no solo, controle de pragas e doengas e indugao do sistema de mecanismo de defesa
do hospedeiro vegetal. E possivel também que o condicionamento fisico-quimico e biologico
do solo pelos fungos estimule o crescimento vegetal (DEZAM et. al., 2017; REJSEK et al.,
2012).
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Dentre os efeitos, o crescimento radicular geralmente ¢ observado quando se inocula
fungos endofiticos promotores de crescimento vegetal, mas também sdo relatados aumento de
area foliar, aumento de taxas de clorofila e tolerancia aos estresses bioticos e abidticos

(VERMA et al., 2016; HALLMANN, et al., 1997).

Producio de fitormonios

Os FPCV podem produzir fitohormonios ou regular a indugdo ou inibi¢do da sintese pela
planta. Alteragdes na concentragdo de auxinas (RAGHAVENDRA et al., 2010; KIDD, 2009;
PETRASEK, 2011), giberelinas, etileno, acido abscisico, acido salicilico e 4cido jasmonico
(CONTRERAS- CORNEJO et al., 2011) ja foram relatados quando o vegetal ¢ inoculado com
FPCV (HAN et al., 2015).

O efeito mais conhecido do acido indol acético (AIA) é como regulador de crescimento
vegetal desenvolvendo intimeros processos na planta, como crescimento da parte aérea e
principalmente do sistema radicular (BARTEL, 1997). Trabalho avaliando os resultados de
promogao de crescimento vegetal causados pela associagdo de fungos endofiticos com plantas
comprovam uma relagdo direta entre aceleragdo de taxas de germinagdo, promocdo de
crescimento vegetal e a producdo de fitohormonios.

Gravel et al. (2007) comprovam a sintese de AIA apos triptofano metabolizado em sistema
radicular de tomateiro por bactéria das espécies Pseudomonas putida e fungos da espécie
Trichoderma atroviride, ambos endofiticos, refletindo diretamente na promocao de crescimento
vegetal apds a inoculacdo destes microrganismos em exemplares vegetais. Trichoderma sp.,
Beauveria bassiana e Penicillium sp demonstraram a capacidade de sintetizar AIA (COSTA et
al., 2012). Embora todas as cepas conduzidas no estudo demonstraram a capacidade de sintese
do fitohormonio, o Trichoderma sp. apresentou os resultados mais relevantes para a sintese de
acido indol acético (COSTA et al., 2012).

A inoculagdo de fungos endofiticos em sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e grao
de bico (Cicer arietinum) resultaram em picos instantaneos maiores para producdo de AIA e
potencializaram as taxas de germinacao destas sementes, quando comparadas aos tratamentos
controle (BHAGOBATY e JOSHI, 2009). A sintese de auxina que reflete em maior rizogénese
tende a apresentar resultados significativamente distintos para a massa das raizes (SILVA et al.,
20006), potencializando assim, maior coloniza¢ao micorrizica e diferenca significativa na massa
da parte aérea em tratamentos com inoculos.

As giberelinas (GA) sdo fitohormonios com fun¢do no alongamento de caule, germinacao
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de sementes, desenvolvimento de fruto, flores e promogao de crescimento vegetal. A expressao
génica desse fitohormdnio € potencializada na associagdo planta-fungo, refletindo na sintese de
GA (BOMKE & TUDZYNSKI, 2009). Estudos moleculares apontam que fungos endofiticos
sao sintetizadores de GA (MITTER et al., 2002).

A sintese de giberelinas e AIA esta presente também em fungos endofiticos do género
Phoma sp. e Penicillium sp. onde horménios ativos e inativos foram identificados apos
associacao deste géneros com uma espécie de pepino (WAQAS et al., 2012). Ainda neste
trabalho, que aponta uma maior sintese de AIA e maior rizogénese, apresentou-se uma maior
tolerancia de pepino inoculado para meios salinos e secos.

Os estudos de endofiticos associados a plantas e sintetizando fitohormoénios tém ganhado
relevancia da comunidade cientifica (KHAN et al., 2012). Embora a pesquisa seja promissora,
estudos focados na quantidade de endofiticos colonizando o interior da célula vegetal tém
demonstrado que os efeitos podem ser neutros ou positivos, indicando para um balango custo-
beneficio mais voltado para as vantagens da associacao e consequente promogao de crescimento

(HARDOIM et al., 2015).

Efeitos no solo e na rizosfera

Local da maior interagdo entre microrganismos e a planta, a rizosfera abriga importantes
processos e sistematicas desta associagdo (CAVALCA ; ANDREOTE, 2016). A utilizagdo de
fungos endofiticos promotores de crescimento vegetal tende a condicionar biologicamente o
solo quanto a atividade enzimadtica e colonizacdo micorrizica, condicionando fisicamente
também, uma vez que o acesso a agua e nutrientes fica potencializado, além de maior agregagao
do solo. Quanto aos atributos de fertilidade do solo e maiores indices de magnésio no solo,
podem ser alcangados.

Encontrados em solos rizosféricos, os fungos testados tendem a ser potenciais fontes de
produtos promotores de crescimento vegetal, além de apresentar versatilidade para seus
empregos.

Um dos efeitos € a producdo de sider6foros, que possibilitam que o ferro presente no meio
seja assimilado pelos microrganismos e seu excesso torna-se disponivel para as plantas. Os
sider6foros podem ser liberados por microrganismos endofiticos e estimular o crescimento de
plantas em meios com deficiéncia de ferro (HORDT et al., 2000). O mecanismo de
disponibilizagdo de ferro para a planta se inicia com a liberagdo de siderdforos por parte dos

microrganismos com o objetivo de suprir necessidades proprias. O sideroforo realiza o processo
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de quelagdo, suprindo os microrganismos, contudo também fica disponivel as plantas
(JOHNSON, 2008).

Além das fungdes, ¢ importante conhecer o comportamento € o tempo que os fungos
endofiticos permanecem no interior das raizes do hospedeiro ¢ crucial para o entendimento da
associagdo. Por isso, Greenfield et al., (2016) avaliaram o tempo que cinco estirpes de
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae permanecem no interior do sistema radicular de
mandioca (Manihot esculenta Crantz). Para a espécie B. bassiana, os niveis de coloniza¢ao sao
de 84% no 7° dia apds a inoculagdo e essa taxa decresce para 40% no 47° dia ap0s a inoculagao.
Comparando com a espécie M. anisopliae, os niveis permaneceram estaveis em 80% de
colonizacao do sistema radicular tanto no 7° dia apds a inoculagdo quanto no 47° dias apos a
inoculacdo, configurando assim uma colonizagdo mais uniforme e constante no tempo.

Embora os estudos de alternativas mais sustentaveis para a fertilizacdo de solos
agricultdveis, pouco se sabe sobre os mecanismos de promog¢do de crescimento vegetal
potencializados por fungos endofiticos, especulando a sintese de fitohormonios ou talvez a

expressao génica no hospedeiro, além dos efeitos indiretos como a entomopatogénese.

Controle de pragas e doencas

Os primeiros efeitos de fungos endofiticos que chamaram atencdo de pesquisadores e
desenvolvedores de técnicas e produtos agricolas foi o potencial de controle de pragas, e ndo o
de crescimento vegetal (AZEVEDO, 1998). Vérios estudos mostram a versatilidade de fungos
endofiticos como entomopatdgenos (AZEVEDO, 1998; JABER ; ARAJ, 2018; LOPEZ e
SWORD, 2015; FARIA ; WRAIGHT, 2007; CASTRILLO et al., 2011). O emprego de estirpes
de B. bassiana e Purpureocilium lillacinum resultaram no controle de Helicoverpa zea além da
maior producdo de biomassa seca do algodoeiro (LOPEZ e SWORD, 2015). Assim, ha
potencial de se utilizar esses fungos objetivando um manejo de pragas integrado aos processos
ecologicos no sistema produtivo. Como exemplo, o manejo dos fungos endofiticos Beauveria
bassiana e Metarhizium brunneum integrados a uma espécie de vespa mostrou-se eficiente para
o controle de Myzuz persicae (pulgdo), demonstrando a sua alternativa promissora para o
Manejo Integrado de Pragas - MIP (JABER ; ARAJ, 2018). De forma geral, o uso comercial de
fungos dos géneros Beauveria e Metarhizium para o controle de pragas tém larga utilizacao e
sdo bem consolidados quanto as culturas agricolas (GARRIDO-JURADO et al., 2017; FARIA
; WRAIGHT, 2007; CASTRILLO et al., 2011).
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O controle das pragas vem do parasitismo apds a infeccao e colonizagdo de insetos pelos
fungos. Os fungos endofiticos iniciam a infeccdo de uma praga mediante penetragdo de
estruturas fungicas, hifas, por entre suas cuticulas. Esta inser¢do ¢ possibilitada pela acgdo
mecanica e de enzimas capazes de degradar o exoesqueleto destes insetos, como
acetilglicosaminidases, proteases, quitinases, lipases e esterases (LEGER et al., 1996;
SCHRANK ; VAINSTEIN, 2010 ; PEDRINI et al., 2013). Entao, os fungos utilizam o contetido
interno do inseto como fonte de carbono e nutrientes, permitindo o seu crescimento e formagao
de estruturas reprodutivas (HUMBER, 2011).

Ja o controle de doencas de plantas desempenhado por fungos endofiticos tem sido
relacionado principalmente com a sintese de metabdlitos secundérios capazes de realizar o
controle do fitopatdogeno. No entanto, este controle depende da natureza dos organismos
envolvidos e das condigdes que os mesmos se encontram. Como exemplo deste controle, o
metabolito 13-0x0-9,11-octadecadienoico, sintetizado pelo fungo Paracaniothyrium variabilie,
tende a desorganizar as estruturas miceliais do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum
(COMBES et al., 2012).

Os nematoides fitopatogénicos trazem prejuizo por diminuir a produtividade agricola.
Muitos dos fungos endofiticos podem controlar esses agentes. Os fungos do género Pochonia,
que colonizam ovos de nematdides controlando o avango desde as primeiras fase de vida
(STOLERU ; SELLITO, 2016; ESCUDERO ; LOPEZ-LLORCA, 2012).

Outro modo de controle de patdgenos e pragas pelos fungos endofiticos ¢ a ativagdo do
sistema de defesa vegetal. Quando colonizado pelos fungos, as plantas podem ter aumento de
tolerancia ao ataque de pragas e colonizagdo de patdgenos vegetais (SCHULZ e BOYLE,
2005).

Tolerancia a estresses abiotico

Os fungos endofiticos podem aumentar a tolerancia de vegetais a estresses abidticos, como
salinidade, estresse hidrico e poluicdo do solo. Geralmente, a tolerancia vem como efeito
secundario do maior sistema radicular e melhor nutricao vegetal.

A regulagdo de fitormonios como acido jasmonico e acido abscisico, seguida de sintese de
hormonios como giberelinas foi encontrada e relacionada a resisténcia ao estresse hidrico
quando o fungo Aspergillus fumigatus foi inoculado em Glycine max L. (WAQAS et al., 2012).

A determinagdo de tolerancia a metais pesados pela aplicacao de fungos benéficos também
ja foi relatada. Khan e Lee, (2013) testaram o potencial que a associagdo entre o endofitico

Penicillium funiculosum e uma variedade Glycine max L. teriam para resistir a meios
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contaminados com metal cobre em elevada concentracdo e concluiram que a presenga destes
fungos possibilitaram a biorremediacdo e redugdo significativa dos elevados indices de
contaminag¢ao do meio.

Os mesmos cinco fungos estudados nesse trabalho foram testados para melhora da
fitorremediacdo de colunas de solo contaminadas com metais pesados, destacando que a
translocagdo dos metais foram maiores em tratamentos com inoculacdo de fungos, além do
aumento de massa da parte aérea e do sistema radicular (FARIAS, 2018).

O mecanismo utilizado pelos fungos endofiticos para realizar a biorremediagdo foi
demonstrado em imagens no estudo de Babu et al. (2014), que utilizaram meios contaminados
por metais de atividade mineradora e aplicaram esporos de Trichoderma virens. Estes autores
demonstraram que o desenvolvimento de vacuolos nas hifas fingicas eram as responsaveis pela
biotransformacao dos metais presentes no meio, bioacumulando e reduzindo os indices de
contaminagdo. A auséncia de vacuolos nos tratamentos cujo meio ndo haviam metais de
mineragao confirmaram a hipotese testada.

Os estudos com variados poluentes tém demonstrado a versatilidade dos microrganismos
endofiticos. Soleimani et al. (2010) testaram em gramineas inoculados e nao inoculados com
fungos endofiticos a capacidade de resistir a meios contaminados com hidrocarbonetos totais
de petroleo (HTP) e apontaram maior desenvolvimento do sistema radicular ¢ da biomassa
vegetal nos tratamentos com inoculos.

Ainda com base nos beneficios que um maior sistema radicular pode trazer na capacidade de
resistir a estresse abidtico, Kidd et al. (2009) destacaram que o sistema radicular mais
desenvolvido tende a acessar maior porcdo de solo e consequentemente ter maior
disponibilidade de 4gua e nutrientes, além de maior superficie de contato destinada a associagdo

micorrizica.

Inoculacio de fungos endofiticos promotores do crescimento vegetal

As formas de aplicagdo dos fungos endofiticos podem ser realizadas via inoculagdo na
semente, pulverizacdo na parte aérea € no solo. Para indculo nas sementes, foi relatado que
quanto maior o tempo de contato da suspensdo flngica, maior o efeito no crescimento vegetal
(JABER ; ENKERLLI, 2016). Embora a inoculagdo em sementes seja uma forma bem utilizada,
uma alternativa para disponibilizar estes microrganismos seria via pulverizagdo na parte aérea
da planta auxiliando no controle de pragas. A aplicagdo de fungos endofiticos por aspersao com

pulverizadores resultou em controle de larva Spodoptera littoralis, além de apresentar uma
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colonizagdo de raizes, folhas e caule apos 96 horas da aplicagdo (RESQUIN-ROMERO et al.,
2016).

Sanchez-Rodriguez et al (2018) avaliaram o efeito de métodos de aplicacao de estirpes de
B. bassiana sobre o crescimento vegetal e o controle da praga Spodoptera litoralis em trigo.
Para os resultados de produtividade a aplica¢ao de endofiticos no solo representou um aumento
de 40%, enquanto que para o controle da praga, mortalidade de 30-57% foram registradas
quando as lagartas receberam dieta de folhas dos tratamentos com inoculagdo de fungos
endofiticos nas sementes de trigo. O estudo aponta a importancia do aprofundamento em
estudos com objetivos simultaneos.

Sementes de Vicia faba fo ram imersas em uma solu¢do contendo conidios de Beauveria
bassiana e Metarhizium brunneum por distintos intervalos de tempo e os resultados refletiram
na aumento de massa fresca do sistema radicular e parte aérea, além de reduzir o tempo de
emergéncia de sementes (JABER ; ENKERLI, 2016). Sementes de algoddo foram imersas em
solug@o com conidios de Beauveria bassiana € Purpureocillium lilacinum, acondicionadas em
camaras escuras a 28°C por 24 horas e plantadas imidas para inicio do experimento, avaliando
que a biomassa ¢ nimeros de nds (ramificagdes) das plantas inoculadas foram maiores que os

tratamentos controles (LOPEZ ; SWORD, 2015).
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CAPITULO 2
FUNGOS ISOLADOS CONDICIONANDO COLONIZACAO MICORRIZICA
ARBUSCULAR, ATIVIDADE BIOLOGICA, CARBONO ORGANICO E
CONCENTRACAO DE MAGNESIO NO SOLO SOB PHASEOLUS VULGARIS L.

ABSTRACT

Plant growth promoting fungi perform functions ranging from entomopathogenesis, to the
abatement of abiotic and biotic stresses, and ultimately to promote plant growth. This potential
tends to encourage new lines of research with promising results in the formulation of new
products of biological origin, thus reducing the potential for environmental degradation by the
synthetic fertilizer industries. In this context, the present work aimed to identify the effect of
the fungi Beauveria bassiana, Trichoderma asperellum, Metarhizium anisopliae,
Purpureocillium lilacinum and Pochonia chlamydosporia in the conditioning of the biological
and chemical properties of the soil under Phaseolus vulgaris. The use of the spore suspension
was carried out with each of the five fungal isolates and in biological consortia (7richoderma
asperellum with Purpureocillium lilacinum, Beauveria bassiana with Metarhizium anisopliae
and finally, all species together) in seeds, shoot and soil by spraying on potted plants distributed
entirely randomly in case of vegetation. The treatments Beauveria bassiana, Trichoderma
asperellum, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia and inoculation of the five
fungal isolates were larger than the control treatment for fresh mass and dry mass of the roots,
while the treatments Purpureocillium lilacinum, Beauveria bassiana / Metarhizium anisopliae
and inoculation of five fungal isolates presented higher results for dry shoot mass. For leaf area
and specific leaf area, there were no significantly different results from the control treatment.
All forms of inoculation stimulate arbuscular mycorrhizal colonization and result in increased
availability of magnesium in the soil and saturation in the cation exchange capacity (Mg%). For
the enzymatic activity of the soil, Beauveria bassiana treatments with Metarhizium anisopliae
and inoculation of the five fungal isolates presented higher levels of Fluorescein Diacetate
(FDA), on the other hand, the activity for acid phosphatase, aryl sulfatase and Beta-glycosidase
did not present Moreover, phosphate solubilizing fungi also presented mean values equal to the
control treatment. The inoculated fungi promoted the biological conditioning (arbuscular
mycorrhizal and fluorescein diacetate), fertility (Mg content, base saturation, CTC and organic
carbon) of the soil. The application of plant growth promoter fungi tends to biologically
condition the soil and to reflect directly and indirectly in the use of agricultural inputs of
biological origin, achieving better soil environmental quality indexes.

Keywords: Soil conditioning; endophytic fungi; arbuscular mycorrhizal fungi; plant growth

promoting microorganisms;

31



RESUMO

Os fungos promotores do crescimento de plantas desempenham funcdes que vao desde a
entomopatogénese, passando pela atenuacdo de estresses abidticos e bidticos e por fim
promovendo o crescimento vegetal. Este potencial tende a incentivar novas linhas de pesquisa
com resultados promissores no desenvolvimento de manejo bioldgico, reduzindo assim o
potencial de degradacdo ambiental exercido pelo uso de fertilizantes e agrotoxicos. Nesse
contexto, o presente trabalho objetivou identificar o efeito dos fungos Beauveria bassiana,
Trichoderma asperellum, Metarhizium anisopliae, Purpureocillium lilacinum e Pochonia
chlamydosporia no condicionamento das propriedades biologicas e quimicas do solo sob
Phaseolus vulgaris. O emprego da suspensdo de esporos foi realizada com cada um dos cinco
isolados fungicos e em consorcios (Trichoderma asperellum com Purpureocillium lilacinum,
Beauveria bassiana com Metarhizium anisopliae € as cinco espécies juntas) em sementes, no
solo e na parte aérea por pulverizacdo em plantas em vasos distribuidos inteiramente ao acaso
em casa de vegetacdo. A massa fresca ¢ massa seca das raizes nos tratamentos Beauveria
bassiana, Trichoderma asperellum, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia e
inoculagdo dos cinco isolados flingicos foram superiores ao tratamento controle. Os tratamentos
Purpureocillium lilacinum, Beauveria bassiana/ Metarhizium anisopliae e inoculagdo dos
cinco isolados fingicos apresentaram maiores massa seca da parte aérea em comparagdo com
o controle. Os tratamentos ndo influenciaram a area foliar e area foliar especifica. Todas as
formas de aplicacdo dos isolados fungicos estimularam a coloniza¢do micorrizica arbuscular e
resultaram em maior disponibilidade de magnésio no solo. Os tratamentos Beauveria bassiana
com Metarhizium anisopliae e inoculagdo dos cinco isolados fingicos apresentaram maiores
atividades de hidrolise do Diacetato de Fluoresceina (FDA). Nenhum dos tratamentos
influenciou a atividade de arilsulfatase e nimero de fungos solubilizadores de fosfato. Portanto,
os fungos aplicados promoveram o condicionamento bioldgico (colonizagdo micorrizica
arbuscular e hidrolise do diacetato de fluoresceina) e fertilidade (teor de Mg, saturagdo por
bases, CTC e carbono organico) do solo. Esses resultados apontam o potencial de uso desses
fungos para manejo de produgdes agricolas baseado em processos naturais, incorporando-se
energia e nutrientes aos ciclos ecologicos, alcancando melhores indices de qualidade ambiental
do solo.

Palavras-chave: Condicionamento do solo; fungos rizosféricos, fungos endofiticos; fungos

micorrizicos arbusculares; microrganismos promotores de crescimento de plantas;
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INTRODUCAO

Devido ao crescimento da populagcao mundial, hd uma necessidade crescente por alimentos,
implicando em expansao de areas agricultaveis e/ou aumento da produtividade agricola (Davis
et al., 2016). Para maiores producdes, ha pressdo sobre areas nativas e uma intensificacdo do
uso insumos agricolas, como corretivos de solo, fertilizantes e defensivos agricolas (Rees et al.,
2014). As fontes destes insumos sdo muitas vezes sintetizadas com gasto de energia e emissao
de gases do efeito estufa, principalmente para fertilizantes em sistemas intensivos (Davis et al.,
2015). Além disso, a aplicagdo de nutrientes minerais no sistema de produgao tende a acelerar
os seus ciclos biogeoquimicos e estimular perdas do solo e a poluigdo por lixiviagdo ou
volatilizacdo (Li et al., 2018). Devido a interferéncia em processos ecoldgicos naturais,
programas agroecologicos mais modernos, como uso de tecnologias de aplicacdo de insumos,
melhoramento genéticos, otimizacdo de irrigacdo, sdo necessarios para melhor qualidade

ambiental (Ramankutty et al., 2018).

Por outro lado, existem processos e interagdes biologicas no solo, como simbioses
mutualistas com plantas, produ¢@o de fitormonios e fixacdo bioldgica de nitrogénio, que podem
estimular o crescimento vegetal (Smith; Read, 2010; Mendes et al., 2014; Peoples et. al., 1995
Vance, 2014)). Portanto, como alternativa ao uso de insumos sintéticos, a biologia do solo
desempenha fungdes importante para os ecossistemas terrestres e pode ser fonte de organismos
com potencial de estimular processos para uma agricultura sustentavel (Shankar et al., 2018).
Dessa forma, praticas que estimulem os processos biologicos do solo e melhorem as

propriedades fisicas e quimicas do solo sdo alternativas para melhora da produtividade vegetal.

A aplicacdo de isolados fungicos endofiticos tem resultado em promogado de crescimento
vegetal, controle de pragas e doencas e atenuacdo a estresses (Rai et al., 2014; Tiwari et al.,
2015; Garrido-Jurado et al., 2017). Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos da aplicacdo de
fungos endofiticos nas transformagdes de nutrientes e fertilidade do solo. Fungos endofiticos
podem colonizar a rizosfera e estimular relacdes mutualisticas, como a micorriza arbuscular;
promover a mineralizagdo de matéria organica ou solubilizagdo de nutrientes (Verma et al.,
2016; Farias et al., 2018; Behie; Bidochka, 2014). Os relatos sobre influéncia da aplicacao
desses fungos sobre processos como mineraliza¢do, que detém de inimeras reagdes de oxi-
redugdo também sao escassos (Jia et al., 2013 ; Su et al., 2017).

Nesse contexto, o presente estudo avaliou o efeito da inoculacao de cinco isolados flingicos

sozinhos ou em combinagao sobre o condicionamento biologico e de fertilidade do solo.

33



MATERIAL E METODOS

Ensaio em casa de vegetacio

Phaseolus vulgaris L., cultivar Jalo precoce, foi utilizada como planta modelo e semeado
em vasos de 10 dm’ em casa-de-vegetagdo. O solo utilizado foi coletado a uma profundidade
de 10 cm em area de um Rhodic Ferralsol (World Reference Base, http://www.fao.org/soils-

portal/en/) textura argilosa (Tabela 1), sob Urochloa brizantha (18°57°30’S e 48°12°0”W). O

solo foi peneirado manualmente em malha de 2 mm e o pH foi corrigido (800 mg dm™ de
CaCO03), seguido da aplicagdo de 1 litro de agua destilada por vaso. A fosfatagem corretiva foi
realizada de acordo com Novais (1999), com 667 mg dm™ de fosfato natural reativo OCP
(FNR), trés dias apos a correcdo de acidez. O nitrogénio foi aplicado na forma de uréia
dissolvida em 4gua destilada, sendo 4,28 g dm™ 24 horas antes da semeadura e 6,44 g dm™ 25

dias apos emergéncia das sementes.

Tabela 1 - Fertilidade do solo antes do inicio do experimento, ausente de correcdo de acidez,
adubacdo e inoculagdo de isolados fiingicos.

pH pH OrgC TN P meh Mg K Ca H+Al T v
HzO CaClz

dag kg! % mg dm? cmol, dm? %
53 4,7 1,59 0,114 6,0 0,90 030 1,80 36 663 460

Andlise realizada apds padronizagdo em peneiras com malha de 2mm. Carbono orgéanico (Org.
C); Nitrogénio Total (TN), Fosforo Mehlich (Pmeh); Capacidade de troca de cations (T) e
Saturagdo por bases (V%).

No ensaio, foram estabelecidos nove tratamentos: (1) controle sem inoculacao, inoculagao
de (2) Beauveria bassiana (Bals. Criv.) Vuill., (3) Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckfeldt
& Nirenberg), (4) Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin, (5) Purpureocillium lilacinum
(Thom. Bull.) Bur., (6) Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams), (7)
Trichoderma asperellum/ Purpureocillium lilacinum, (8) Beauveria bassiana/ Metarhizium
anisopliae, (9) inoculagdo multipla dos cinco isolados em consércio, com delineamento
experimental inteiramente ao acaso, com seis repeti¢oes para cada tratamento. Todos os cinco
fungos pertencem ao Filo Ascomycota, classe Sordariomycetes. O manejo de irrigacao foi

determinado com base na manutengao de 50 % de capacidade de retengdo gravimétrica de agua.
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O ensaio foi conduzido até o primeiro estadio fenoldgico reprodutivo (R1), em que todas as
plantas apresentavam ao menos uma inflorescéncia, aos 37 dias da semeadura, estabelecendo 2

plantas por vaso.

Aplicacao de fungos promotores do crescimento vegetal

Foram aplicados nas sementes e no solo os fungos: Beauveria bassiana; Trichoderma
asperellum; Metarhizium anisopliae; Purpureocillium lilacinum; Pochonia chlamydosporia.
Para isso, foram avaliadas variaveis de fertilidade (pH, nitrogénio total, fosforo, enxofre,
potassio, magnésio, acidez, carbono organico, saturagdo por bases, capacidade de troca de
cations e fertilidade) e varidveis bioldgicas do solo (colonizagdo micorrizica arbuscular,
microrganismos solubilizadores de fosfato, atividades enzimaticas de fosfatase 4cida,
arilsulfatase, beta-glicosidase, respirometria e respostas quanto a atividade avaliada com
diacetato de fluoresceina). Efeitos sobre as massas frescas e secas de raiz e parte aérea, area
foliar nutricao do feijoeiro também foram investigados.

A aplicagdo dos fungos no solo se deu por duas vias: (1) nas sementes; e (2) no solo em
trés momentos — no sulco da semeadura, e aspergido aos 14 dias e 28 dias ap6s a semeadura.

As fontes de esporos foram frascos contendo meio de cultura com isolados crescidos da
empresa Biosag®. Os esporos foram suspensos em béqueres com 500 mL de agua destilada e
foram homogeneizados em liquidificador por 5 segundos. Em camara de Neubauer, foi
realizada a contagem de nimeros de esporos para cada um dos fungos isolados

A concentragdo de todas as suspensdes foram padronizadas para 6,3 10° esporos mL™!. Para
as suspensdes com consorcio de isolados, a concentragdo final foi 3,15 10° esporos mL™! de

cada espécie.

Inoculacio de isolados fungicos

As sementes foram esterilizadas em NaClO 1% por 3 minutos (Lopez e Sword, 2015).
Posteriormente, foi realizada triplice lavagem com 4gua destilada e as sementes dispostas em
papel filtro para secagem por 30 minutos. Entdo, 600 puL da suspensdo de esporos foram
aplicados a cada 36 sementes, com o determinado isolado fungico de acordo com o tratamento.

O tratamento controle recebeu dgua destilada em vez da suspensdo de esporos. As sementes

35



foram agitadas em béqueres até a secagem do liquido, em temperatura ambiente. As sementes
permaneceram refrigeradas a 6°C por 12 horas até a semeadura nos vasos.

Nos vasos, 100 uL da suspensao de esporos foram aplicados em cada um dos seis furos de
30 mm de profundidade no solo, e em seguida, semeado. O material foi exclusivo para cada
tratamento para evitar contaminagdes cruzadas.

Para aplicacdo apos emergéncia das plantas, foram aplicados 22 mL por vaso da suspensao

de esporos por meio de pulverizadores manuais aos 14 dias e 28 dias apds a semeadura.

Acompanhamento fenolégico e monitoramento

A temperatura e a umidade na casa-de-vegetagdo foram monitoradas diariamente durante

o ensaio (Figura 2), apresentando média de 35.6°C e 48.8%, respectivamente.

Figura 1 - Monitoramento interno de temperatura, umidade da casa de vegetagao.
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Area foliar

As areas das folhas primarias (folhas maduras que iniciam o estagio fenoldgico do feijoeiro
desde a germinacao) e foliolo presente no 5° trif6élio foram analisadas aos 37 dias apds
semeadura utilizando o software ImageJ — Image Processing and Analysis in Java®. A area

foliar especifica (cm? grama™) foi determinada para as folhas primarias.
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Massas fresca e seca do feijoeiro

A parte aérea do feijoeiro de cada parcela foi extraida mediante corte no colo da planta
quando todas apresentavam ao menos uma inflorescéncia (estaddio R1), aos 37 dias apos
semeadura. O sistema radicular de cada exemplar foi separado do solo em peneira de 2 mm,
seguido de higienizacdo em 4gua corrente e secas externamente. A massa seca da parte aérea e

das raizes foi determinada apds desidratacdo a 60°C até a massa se estabilizar.

Fertilidade do solo e nutrientes no tecido vegetal

Apos a retirada das plantas do vaso, o solo sob efeito rizosférico aderido as raizes foi
coletado pelo desprendimento manual. O pH, carbono organico, H + Al, Al, N total, P, K, Ca,
Mg, S, Zn, Mn, Cu, Fe e B foram determinados de acordo com Teixeira et al., (2017).

A partir das folhas secas previamente, o teor de P, K, Ca, Mg, S, Zn, Mn, Cu, Fe ¢ B foi
avaliado nos tecidos vegetais segundo Silva (2009), adotou-se o indice de fertilidade do tecido
vegetal a partir da multiplicacdo da concentragdo de nutrientes no tecido vegetal pela massa

seca da parte aérea.

Colonizacao micorrizica arbuscular

Para a avaliagdo de colonizagdo micorrizica arbuscular, amostras de raizes frescas foram
coletadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm com tesoura de forma representativa no
terco inferior, médio e superior do sistema de raizes de cada vaso. As raizes foram
acondicionadas em cassetes histologicos para a clarificagdo com imersao em KOH 10% por 16
h a temperatura ambiente. A solucdo foi renovada e os cassetes foram incubados novamente em
KOH 10% por 10 minutos a 60 °C. Em seguida, os cassetes foram lavados em 4gua corrente e
imergidos em solug¢dao de HCI 1% por 5 minutos para acidificacdo das raizes. Os cassetes foram
entdo imersos em solugdo de coloragdo (5% de tinta caneta Parker® comercial, 5% de acido
acético e 10% de lactoglicerol) (Vierheilig et al., 1998) a 90 °C por 3 minutos. As raizes foram
preservadas em solucdo de lactoglicerol até a avaliacdo da coloniza¢do micorrizica (1:1:1, dgua
destilada: 4cido latico: glicerol).

A porcentagem de raizes com coloniza¢do micorrizica foi determinada usando o método
de placa de Petri reticulada sob microscopio estereoscopio com base no método Giovannetti e

Mosse (1980).
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Fungos solubilizadores de fosfato

O numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de fungos solubilizadores de fosfato
foi determinado pelo método da dilui¢do seriada e espalhamento em meio de cultura NBRIP -
National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium (Nautyal, 1999). Cada litro
do meio NBRIP ¢ composto por 10 g de glicose, 5 g de Ca3(PO4)2, 5 g de MgCl,.6H>0, 0,25 g
de MgS04.7H20, 0,2 g de KCl, 0,1 g de (NH4)2SO4, 15 g de 4gar e 50 mg de amoxicilina, a pH
7. Dilui¢des de 107!, 102, 103, 10* ¢ 10° g mL"! de solo em NaCl 0.85% (m/v) foram
espalhados no meio de cultura em placas de Petri com alga de Drigalsky. As placas foram
incubadas por 168 horas a 25° C e as colonias formadoras de halo de solubilizagdo do fosfato

foram contabilizadas.

Atividades enzimaticas no solo
As atividades das enzimas B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase foram determinadas

segundo Tabatabai (1994). A atividade da hidrolise do Diacetato de Fluoreceina (FDA) foi
determinada segundo Green et al., (2006).

Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,05)
utilizando o programa Action®. Os dados paramétricos foram submetidos aos testes de
suposi¢des a fim de atender pressupostos estatisticos necessarios para elaboragdo de uma
analise de variancia. Com isso, os pressupostos a serem atendidos foram: aditividade por analise
de histograma de residuos, homocedasticidade por teste de Levene a 5% de significancia e
independéncia dos residuos mediante andlise grafica de Residuos e Ordem de coleta. Todos as
avaliacdes foram elaboradas com auxilio do programa Action®. Apds o aceite de todas as
suposigodes, guardadas as suas particularidades, foi realizado andlise de variancia e teste Scott-
Knott (p<0,05) no programa Sisvar®. A normalizacdo dos dados mediante raiz quadrada de
Arcoseno foi adotada para colonizagdo micorrizica. Permanecendo a anormalidade dos dados,
aplicou-se o teste de Kruskall-Wallis (p<0,05) utilizando o programa Action®.

Por meio do software SigmaPlot vr. 12.0, foi elaborado uma correlagdo de Pearson com

nivel de significancia de 0,5%.
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RESULTADOS

Area foliar

Nao houve diferenca estatistica de area foliar e area foliar especifica entre os tratamentos,
sem ou com inoculagdo e independente da espécie de fungo inoculada (Tabela 2). Os dados de
area foliar foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott (5%).

Massa fresca e seca do feijoeiro

A inocula¢do de B. bassiana, T. asperellum, M. anisopliae, P. chlamydosporia e o
consorcio de cinco isolados flingicos resultou em maiores massa de raizes fresca ou seca se
comparados ao tratamento controle (Tabela 2). Para a massa seca da parte aérea do feijoeiro,
empregar inoculos de P. lilacinum isoladamente ou os consorcios de B. bassiana com M.

anisopliae e os cinco isolados flngicos apresentou diferenca significativa.
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Tabela 2 - Variaveis do crescimento de Phaseolus vulgaris L. comparando os tratamentos com inoculos flingicos isolados ou em consorcio
bioldgico com o tratamento controle.

Tratamento MFPA (g) ** MFRz (g)* MSPA (g)* MSRz (mg)* MSPA/MSRz

Controle 53,224+11,25* 27,00+6,29b 7,044+0,90b 7,48+1,796b 2,71+0,34b
Beauveria bassiana 59,36+3,82% 34,66+7,96a 7,92+1,39b 10,72+1,609a 3,26+0,24a
Trichoderma asperellum 58,29+3,83% 33,66+4,96a 7,56+0,75b 10,18+1,813a 3,18+ 0,27a
Metarhizium anisopliae 60,40+7,57* 33,00+7,77a 8,15+1,27b 10,20+0,987a 3,19+0,15a
Purpureocillium lilacinum 62,68+8,31% 29,00+3,74b 9,95+1,44a 8,42+2,156b 2,88+0,37b
Pochonia chlamydosporia 59,85+8,34* 31,33+8,64a 8,02+1,02b 9,01+2,291a 2,98+0,39a
Trichoderma asperellum/ 59,24+2 922 23,33+6,53b 8,56+0,79b 7,45+1,672b 2,71+£0,31b
Purpureocillium lilacinum

Beauveria bassiana/ 57,68+6,44* 28,00+4,00b 9,95+1,23a 7,23+1,067b 2,68+0,20b
Metarhizium anisopliae

Consorcio dos 5 isolados 60,42+4,45* 36,00+5,51a 8,95+1,02a 9,09+1,616a 3,00+0,26a

Médias (desvio padrao) (n = 6) para parametros de tecido vegetal de Phaseolus vulgaris L. desenvolvido em casa-de-vegetacdo, sendo que as letras minusculas
(destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com nivel de significancia de
5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel de significancia.

MFPA (Massa fresca da parte aérea); MFRz (Massa fresca da raiz); MSPA (Massa seca da parte aérea); MSRz (Massa seca da raiz).
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Fertilidade do solo e nutrientes nos tecidos vegetais

A aplicacao de B. bassiana aumentou teores de fosforo e calcio e reduziu os teores
de H+Al no solo, enquanto que a inoculagdo de 7. asperellum aumentou os valores de
carbono organico e saturacdo por bases (Tabela 3). A utilizacdo de M. anisopliae
respondeu positivamente para os indices de CTC e saturacao por bases, ja o uso de P.
lillacinum aumentou os valores de carbono organico, saturagao por bases ¢ pH em agua,
por fim aplicar isoladamente P. chlamydosporia potencializou os valores de calcio, CTC,
saturagdo por bases, fosforo e pH em cloreto de célcio.

Em relagdo os consorcios bioldgicos e a fertilidade do solo, destacou-se que o
emprego de 7. asperellum com P. lilacinum aumentou os teores de calcio no solo, CTC e
carbono organico, além de aumentar os indices de pH. Por outro lado, inocular o
consorcio B. bassiana com M. anisopliae aumentou carbono organico e fésforo. Ainda
sobre tratamentos consorciados, usar os cinco isolados fingicos promoveu o aumento de
carbono organico e pH (em agua). Por fim, para todos os tratamento empregados, houve
aumento significativo dos teores de magnésio no solo e saturacdo por bases (Tabela 3).

Acerca da massa total acumulada de nutrientes na parte aérea, destacou-se maiores
indices para o tratamento B. bassiana com um aumento de 23,96% de fosforo, 19,30% de
zinco, 31,60% de manganés e 4,91% de boro, em relagdo ao controle (Tabela 4). O
feijoeiro apresentou maiores diferencas quanto ao nimero de parametros quando
inoculado isolado de P. lilacinum, diferenciando para nitrogénio, fosforo, manganés,
cobre, zinco e boro. Quanto aos consorcios flngicos, inocular o solo e as sementes com
os cinco inoclulos flingicos apresentou aumento para um maior numero de parametros

(Tabela 4).
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Tabela 3 - Fertilidade do solo sob efeito rizosférico utilizado para desenvolvimento de Phaseolus vulgaris L. sob inoculacdo com fungos
promotores de crescimento vegetal.

Controle B. bassiana T. asperellum M. anisopliae P. lilacinum  P. T. B. bassiana/ Cinco
chlamydosporia  asperellum/ M. Isolados
P. lilacinum anisopliae fﬁngicos
pH (H,0) 5,75+0,10b 5,96+0,05b 5,95+0,05b 5,95+0,05b 5,98+0,04b 6,00+0,00a 6,00+ 0,00a  5,90+0,05b 6,00+0,00a
H+Al cmolc dm™  3,56+0,15b 3,160,152 3,50+0,11b 3,50+0,11b 3,26+0,15b 3,50+0,11b 3,36+0,15b 3,36+0,10b 3,30+0,09b
Ca cmolc dm™ 2,46+0,05b 2,81+0,12a 2,66+0,08b 2,70+0,11b 2,58+0,10b 2,75+0,05a 2,83+0,08a 2,71+£0,08b 2,66+0,08b
Mg cmolc dm™ 0,67+0,05b 0,87+0,03a 0,74+0,03a 0,77+0,07a 0,76+0,04a 0,79+0,02a 0,89+0,05a 0,76+0,04a 0,79+0,05a
K cmolc dm” 0,46+0,82* 0,44+0,82a 0,43+0,82a 0,44+0,82a 0,45+0,82a 0,47+0,82a 0,49+0,82a 0,45+0,82a 0,46+0,82a
T cmolc dm? 6,92+0,18b 7,05+0,18b 7,10+0,16b 7,16+0,23a 6,82+0,27b 7,27+0,09a 7,33+0,21a 7,05+0,13b 6,98+0,05b
Corg dag.dm? 1,38+0,07b 1,48+0,06b 1,53+0,13a 1,46+0,11b 1,51+0,12a 1,48+0,05b 1,59+0,08a 1,6+0,11a 1,58+0,09a
V % 48,51+1,37b  55,11+1,80a  50,71+1,12a  51,13+1,02a  52,10+0,68a 51,88+0,86a 54,08+1,11a 52,28+1,05a  52,76+1,33a
S mg dm? 4,33+0,03a 3,66+0,03a 4,83+0,0a 6,16+0,01a 5,50+0,02a 7,33+0,04a 6,16+0,02a 4,50+0,03a 2,33+0,01a
N Total % 0,11+0,011a  0,11£0,00a 0,1140,00a 0,1140,00a 0,11+0,01a 0,1140,00a 0,1140,00a 0,1140,00a 0,1140,00a
P meh! mgdm™ 1,35+0,02b 1,52+0,02a 1,28+0,06b 1,37+0,06b 1,41+£0,07b 1,64+0,04a 1,43+0,02b 1,54+0,11a 1,38+0,03b
pH (CaCly 5,23+0,10b 5,40+0,00b 5,36+0,05b 5,38+0,04b 5,45+0,05a 5,46+0,05a 5,46+0,05a 5,43+0,05b 5,40+0,06b

Médias (desvio padrdo) (n = 6) para parametros de tecido vegetal de Phaseolus vulgaris L. desenvolvido em casa-de-vegetagdo, sendo que as letras
minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com
nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel de

significancia.
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Tabela 4 - Massa total acumulada de nutrientes no tecido vegetal da parte aérea por vaso a fim de comparar os tratamentos com indculos

flingicos isolados ou em consorcio bioldgico com o tratamento controle.

Controle B. bassiana T. asperellum M. anisopliae P. lilacinum P. chlamydosporia T. asperellum/ B. bassiana/ Cinco Isolados
P. lilacinum M. anisopliae fingicos

N (g)* 2,34+0,05b 2,42+0,08b 2,38+0,04b 2,4140,06b 2,50+0,06a 2,38+0,05b 2,4440,05b 2,52+0,05a 2,44+0,06b
P (g)* 13,99+1,66b 18,40+0,88a 12,29+2,85b 12,46+3,10b 16,16+3,85a 12,51+3,09b 14,00+3,59b 15,20+3,54a 16,58+2,81a
K(g)** 32,50+1,05* 34,25+1,64a 33,58+1,83a 33,75+0,52a 29,66+1,33a 32,00+1,00a 30,08+0,74a 29,16+0,68a 30,91+1,46a
S(g)* 1,20+0,04° 1,21+0,08a 1,24+0,04a 1,22+0,08a 1,21+0,04a 1,21+0,06a 1,19+0,04a 1,19+0,04a 1,24+0,04a
Ca(g)* 202,79+28,02% 220,66+37,88a 216,54+22,00a 204,72+31,70a 244,334+31,62a 205,66+22,81a 221,22+15,46a 236,98+29,39a 225,20+25,38a
Mg(g)* 30,26+3,79* 35,45+3,89a 33,92+4,26a 34,34+4,95a 34,17+5,42a 31,89+3,86a 32,25+4,83a 33,3844,74a 35,3242,69a
Mn(mg)* 1178,11+165,61b 1459,91+265,23a 875,96+95,92¢ 1142,32+231,65b 1548,80+227,13a 1430,24+244,03a 1006,61+113,64¢ 1227,55+237,56b 1467,01+223,30a
Fe(mg)** 144,8349,09b 87,16+3,06b 122,00+7,56b 205,00+24,30a 79,33+6,41b 101,00£16,10b 174,67+18,54a 244,17+11,30a 319,17+8,89a
Cu(mg)* 3,00+0,06b 3,08+0,06b 2,99+0,06a 2,96+0,09b 3,07+0,08a 3,07+0,07a 2,99+0,02b 3,09+0,06b 3,14+0,06b
Zn(mg)* 1178,00+179,95b 1722,40+325,98a 1264,09+174,72b 1405,10+257,92b 1744,06+292,29a 1525,10+227,79a 1074,57+126,86b 1264,72+155,60b 1552,03+157,42a
B(mg)* 2,71+£0,07b 2,85+0,08a 2,78+0,04a 2,80+0,05a 2,84+0,08a 2,7340,05b 2,78+0,07a 2,7340,05b 2,75+0,05b

Meédias (desvio padrdo) (n = 6) para parametros de tecido vegetal de Phaseolus vulgaris L. desenvolvido em casa-de-vegetagdo, sendo que as letras minusculas (destacadas em

negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo
paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (¥*) também com mesmo nivel de significancia.
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Colonizaciao micorrizica arbuscular

Todos os tratamentos com uso dos isolados apresentaram uma colonizagdo
micorrizica arbuscular significativamente maior quando comparada com o tratamento
controle (Figura 2a). As taxas de colonizacdo de fungos arbusculares micorrizicos

apresentaram uma variagdo de 75,22% para o tratamento testemunha, alcangando uma

colonizacdo de 94,10% para o tratamento com in6culo fungico B. bassiana.

Fungos solubilizadores de fosfato
Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para UFC de fungos

solubilizadores de fosfato no solo (Figura 2b).

Figura 2 - Colonizagdo micorrizica arbuscular (%), unidades formadoras de colonia
(UFC g de fungos solubilizadores de fosfato em meio NBRIP e atividade enzimatica
em Phaseolus vulgaris L. submetidos a aplicagdo de indculos fingicos
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Médias (desvio padrao, n = 6) de variaveis de Phaseolus vulgaris L. crescidas em casa-de-vegetacdo, sendo
que as letras minusculas diferentes mostram diferengas entre os tratamentos (teste de Scott-Knott, p<0.05)
(T1 — Controle; T2 - Beauveria bassiana; T3 - Trichoderma asperellum; T4 - Metarhizium anisopliae; TS
- Purpureocillium lilacinum; T6 - Pochonia chlamydosporia; T7 - Trichoderma asperellum/
Purpureocillium lilacinum; T8 - Beauveria bassiana/ Metarhizium anisopliae; T9 — Cinco isolados
fiingicos).

Atividades enzimaticas

Houve reducdo da atividade da fosfatase acida para os tratamentos com o emprego
de isolado de M. anisopliae, P. chlamydosporia e nos consorcios bioldgicos 7. asperellum
com P. lillacinum e B. bassiana com M. anisopliae (Figura 2c). Os tratamentos 7.
asperellum, P. chlamydosporia e B. bassiana com M. anisopliae apresentaram reduc¢ao
na atividade da enzima [3-glicosidase quando comparados ao tratamento controle (Figura

3d). Os consoércios B. bassiana com M. anisopliae e os cinco isolados fingicos
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aumentaram a atividade de hidrdlise da FDA em relacdo ao tratamento controle para

(Figura 2e). A atividade de arilsulfatase nao foi influenciada pelos tratamentos (Figura

2f).

Visando entender as relagdes entre as variaveis influenciadas pela aplicacao dos

fungos, realizou-se uma correlagdo de Pearson (p<0.05) (Tabela 5) entre os parametros

de fertidiade do solo, fosforo e carbono organico, com a atividade enzimética. Destacou-

se como relevante a correlagao negativa entre o elemento fosforo e a atividade enzimatica

de fosfatase acida, com um p-valor significante.

Tabela 5 — Correlagdo de Pearson representando parametros da atividade enzimatica, fosforo
no solo e carbono organico em Phaseolus vulgaris L. inoculados com fungos endofiticos.

Fosfatase acida Fosforo C organico

B-glicosidase
Fosfatase acida
Fosforo

C organico

0,13 -0,25 -0,19
0,334 (p-value) 0,06 (p-value) 0,160 (p-value)

-0,290 -0,138
0,033 (p-value) 0,318 (p-value)
- - 0,097

0,48 (p-value)

Para facilitar a visualizacao dos diferentes efeitos dos tratamentos sobre variaveis

avaliadas, um resumo ¢ apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Efeitos de aplicacao de isolados fungicos sobre a fertilidade e biologia do solo sob efeito rizosférico, crescimento e nutrientes do tecido
vegetal de Phaseolus vulgaris L. quando comparados ao controle. NS, sem diferenca significativa em relagdo ao controle; +, valores maiores que o

controle; -, valores menores que o controle

B. bassiana  T.asperellum M. anisopliac  P. lilacinum  P. chlamydosporia T. asperellum/  B. bassiana/ Cinco
P. lilacinum M. anisopliae Isolados
fingicos

Fertilidade do solo
pH (H20) NS NS NS NS + + NS +
pH (H20) NS NS NS + + + NS +
H+Al cmolc dm™ - NS NS NS NS NS NS NS
NT % NS NS NS NS NS NS NS NS
P meh? mgdm™ + - NS NS + NS + NS
S mg dm™ NS NS NS NS NS NS NS NS
Mg cmolc dm™3 + + + + + + + +
Corg NS + NS NS NS + + +
T cmolc dm™ NS NS + NS + + NS NS
Ca cmolc dm™ + NS NS NS + NS + NS
V % + + + + + + + +
K cmol. dm™ - - - - NS NS - NS
Biologia do solo
Solubilizacao de

NS NS NS NS NS NS NS NS
fosfato
R-glicosidase NS - NS NS - NS - NS
FDA NS NS NS NS NS NS + +
Fosfatase NS NS - NS - - - NS
Arilsulfatase NS NS NS NS NS NS NS NS
C(?lonl,zggao + + + + + + + +
micorrizica
Respirometria NS NS NS NS NS + NS +
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Nutrientes no tecido vegetal

N NS NS NS + NS NS NS NS
P + NS NS + NS NS + +
K NS NS NS NS NS NS NS NS
S NS NS NS NS NS NS NS NS
Ca NS NS NS NS NS NS NS NS
Mg NS NS NS NS NS NS NS NS
Cu NS + NS + + NS NS NS
Fe NS NS + NS NS + + +
Mn + NS NS + + NS NS +
/n + NS NS + + NS NS +
B + + + + NS + NS NS
Crescimento vegetal
MFPA (g) NS NS NS NS NS NS NS NS
MFRz (g) + + + NS + NS NS +
MSPA (g) NS NS NS + NS NS NS NS
MSRz (mg) + + + NS + NS NS +
Folhas Primarias NS NS NS NS NS NS NS NS
Foliolos NS NS NS NS NS NS NS NS
AFe folhas

- NS NS NS NS NS NS NS NS

primérias (cm?/g)
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DISCUSSAO

Os cinco isolados fungicos investigados podem colonizar endofiticamente a planta e
a rizosfera, com possiveis efeitos nos atributos quimicos e biologicos do solo. Cada
isolado fungico ou o consorcio deles resultou em efeitos particulares sobre a fertilidade e
biologia do solo e sobre o crescimento vegetal. No entanto, a aplicagdo de qualquer um
dos cinco isolados fingicos ou os consorcios deles estimularam a colonizagao micorrizica
arbuscular e aumentaram o teor de Mg no solo. Além disso, foi verificado efeitos proprios
de cada tratamento no pH, concentragdes de carbono organico, P, Ca, CTC no solo, ¢
atividades de B-glicosidase, FDA e fosfatase acida (Tabela 6).

O aumento da colonizagdo de fungos micorrizicos arbusculares ap6s a aplica¢ao dos
isolados fungicos pode ser explicado pela regulacdo e sintese de fitohormdnios pelas
plantas ou pelos fungos (Krause et al., 2015a; Krause et al., 2015b; Larimer et al., 2012;
Rozp et al., 2018). Os fungos aplicados ao solo podem sintetizar 4cido jasmonico e acido
abcisico, 0s quais sdo precursores e reguladores de simbiose micorrizica (Ballaré, 2011;
Etemadi et al., 2014; Foo et al., 2013). Uma possivel explica¢do para esta relacdo entre
colonizac¢do micorrizica arbuscular e 4acidos abscisicos consiste na inibi¢do da sintese de
etileno por parte deste acido; o qual estimula a senescéncia do sistema radicular em seu
segundo pico, prejudicando a colonizagao dos fungos micorrizicos arbusculares (Fracetto
et al., 2013; Hause et al., 2007). A avaliagdo da resposta de fungo endofitico (Epichloé
coenophiala) inoculados em Festuca alta quanto a diversidade de microrganismos
rizosféricos foi testada por Rojas et al, (2016) e concluiu um aumento do filo
Glomeromycota (fungos micorrizicos arbusculares) e reducdo de filo Ascomycota. No
entanto, poucos estudos indicam efeito do uso desses fungos na colonizagdo micorrizica
arbuscular (Farias et al., 2018) e ainda ndo ha conhecimento sobre quais 0s mecanismos
diretos que levam ao estimulo a colonizagdo micorrizica pela aplicagdo dos cinco isolados
fangicos aplicados no solo.

O maior teor de P no solo sob os tratamentos B. bassiana, P. chlamydosporia; e
consorcio B. bassiana com M. anisopliae pode ser efeito de solubilizac¢do de fosfato por
acidos organicos produzidos pelos fungos aplicados (Dezam et. Al., 2017). Contudo, um
fator relevante consiste no aumento de sistemas radiculares, uma vez que havendo mais
hidrolases sintetizadas pelas raizes e microrganismos que as colonizam, tende a refletir

em maior mineralizacdo de fosforo (Rejsek et al., 2012).
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O teor de P no solo foi negativamente relacionado a atividade de fosfatase acida no
solo (Figura 4). Em uma situacdo de maior solubilizag¢do de fosfato no solo pelos fungos
inoculados, o estimulo para producao de fosfatase seria menor. Isso pode contribuir para
a menor atividade dessa enzima sob aplicagdo de M. anisopliae, P. chlamydosporia;
consorcio 7. asperellum com P. lilacinum; e consorcio B. bassiana com M. anisopliae
em relagdo ao tratamento controle (Figura 3). No entanto, sdo escassos os estudos sobre
atividade de fosfatase em resposta a aplicagao desses fungos. Em outro estudo que avaliou
o fungo B. bassiana aplicado em cultivo de arroz, a atividade de fosfatase acida nao
diferiu do controle (Jia et al., 2013), j4 a inoculagdo de uma estirpe especifica de
Trichoderma virens, foi avaliada quanto ao seu potencial de biorremediagdo em solos
contaminado por metais e os niveis de crescimento vegetal incluindo e a atividade de
fosfatase acida foram maiores que os tratamentos controles (Babu et. al., 2013).

Responsavel por disponibilizar agicares de assimilagdo facilitada em razao do baixo
peso molecular (Toétola e Chaer, 2002), a enzima B-glicosidase foi testada no presente
trabalho. Contudo os tratamentos 7. asperellum, P. chlamydosporia ¢ o consorcio T.
asperellum com P. lilacinum apresentaram atividade de [-glicosidase inferiores ao
tratamento controle, uma possivel explicacdo para essa diferenca pode ser pela alteragao
da dinamica de carbono soluvel no solo. No entanto, ndo foi encontrado explicagdes para
este fato na bibliografia consultada. H4 um relato em solo contaminado com arsénico,
onde a aplicacdo de Trichoderma asperellum se refletiu em maior atividade de B-
glicosidase e fosfatase acida (Su et al., 2017).

Os tratamentos B. bassiana com M. anisopliae e o tratamento com os cinco isolados
fingicos apresentaram maiores atividades de hidrolise de FDA, indicando maior
atividade microbiana no solo (Schniirer, J. e Rosswall, 1982; Alencar e Costa, 2000).

Apesar do conhecimento em promover o crescimento vegetal, pouco se sabe das
relagdes dos cinco fungos inoculados com a atividade enzimdtica no solo. Pelo melhor
que sabemos, esse ¢ o primeiro trabalho que relaciona a aplicagdo dos fungos dos géneros
Pochonia, Purpureocillium e Metarhizium com a atividade enzimatica no solo.

Além da influéncia sobre atividade enzimadtica, os efeitos dos fungos aplicados sobre
a fertilidade do solo podem ter explicacdao na dindmica de matéria organica no solo. Maior
teor de matéria organica leva a um aumento de CTC, com possivel aumento nos teores de
magnésio no solo, célcio e até do fosforo, uma vez que aplicacdo de fungos refletiu

diretamente no aumento de carbono organico e CTC (GUO et al., 2016).
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A maior massa seca e/ou fresca do sistema radicular corrobora estudos anteriores
(Farias et al., 2018, Liao et al., 2017, Contreras-Cornejo et al., 2009). Aqui hipotetizamos
que além da sintese e regulagcdo da producao de fitohormdnios estimulada pelos fungos
inoculados (Martinez-Medina et al., 2014), o condicionamento bioldgico (maior
colonizac¢do micorrizica arbuscular) e quimico do solo (teor de Mg) podem ter papel no
crescimento de raizes.

O fato de o presente trabalho avaliar as espécies de fungos isoladamente e em
consorcio possibilita a avaliagdo de sinergismo presentes na co-inoculagdao. Ou seja,
inocular apenas M. anisopliae ndo apresenta diferenca na fertilidade do solo; contudo,
uma vez em consorcio com B. bassiana, a diferenca ¢ alcangada para o teor de calcio,
carbono organico, fosforo. O mesmo acontece para a espécies P. lilacinum, pois se isolado
ndo altera os parametros de pH (H20), CTC e carbono organico, mas se em consorcio do
T. asperellum, os resultados sdo significativos. Para as variaveis biologicas do solo, o
consoércio apresentou maiores valores no consorcio B. bassiana com M. anisopliae e na
inoculacdo com cinco inoculos fingicos em comparagdo com aplicacdo isolada dos
fungos. A interacdo entre microrganismos coinoculados no meio exercem mecanismos de
simbioses entre eles (KOTHE; TURNAU, 2018) e o resultado desta simbiose pode ser
explicado pelo efeitos de alteracdo os ciclos de decomposi¢do de carbono em razao da
mudanga da taxa de decomposi¢do do carbono organico, uma vez que os fitopatdogenos
tendem a ser controlados pelos endofiticos presentes no meio (SIX et al., 2006).

A inoculagdo e aplicacdo de fungos endofiticos em feijoeiro resulta em maiores
indices na biologia do solo, principalmente na associa¢do de micorrizica arbuscular,
fertilidade quimica do solo como, saturagdo por bases e Mg e por fim em maiores valores

de nutrientes no tecido vegetal, como potéssio e boro.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou resultados promissores para o condicionamento
bioldgico do solo. Todos os fungos inoculados, isoladamente ou em consorcio
condicionaram biologicamente o solo por meio do aumento da colonizagdo micorrizica
arbuscular, e quimicamente por meio do aumento da disponibilidade de Mg no solo. O

aumento na concentragdo de Mg também resultou em maior saturagdo da CTC por bases.
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Em relacdo as atividades enzimaticas testadas, houve um aumento da atividade de
FDA nos consorcios bioldgicos B. bassiana com M. anisopliae e consércio dos cinco
isolados fingicos.

Os tratamentos P. chlamydosporia, B. bassiana e B. bassiana com M. anisopliae
aumentaram o teor de fosforo disponivel no solo. A aplicagdo do isolado Beauveria
bassiana resultou em uma redugdo da acidez do solo.

A aplicagdo de B. bassiana, T. asperellum, M. anisopliae, P. chlamydosporia e
inoculagdo do consorcio com os cinco fungos aumentou os valores de Massa fresca da
raiz (MFRz) e Massa seca da raiz (MSRz). Massa seca da parte aérea da planta (MSPA)
aumentou com a aplicagdo de P. lilacinum, B. bassiana com M. anisopliae e inoculagdo
do consorcio com os cinco fungos. A area foliar, massa fresca da parte aérea, nimero de
fungos solubilizadores de fosfato e a atividade de arilsulfatase ndo apresentaram

diferencas significativas entre os tratamentos.
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