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RESUMO

BARBOSA, BRUNO BORGES. Propriedades bioldgicas e quimicas de solos arenoso
e argiloso tratados com isolados flingicos sob soja e milho em casa-de-vegetaciao
2021, 69p. Dissertacdo (Mestrado em Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia.

Com o crescente aumento populacional, ha a preocupacdo em se aumentar a
produgdo de alimentos de maneira a garantir a sustentabilidade e a conservacao ambiental.
Muitas praticas do manejo agricola convencional tém impactado negativamente
propriedades fisicas, quimicas e bioquimicas do solo, o que leva a perdas de
funcionalidade e, portanto, de qualidade ambiental. Dessa forma, torna-se importante
desenvolver praticas que contribuam para a sustentabilidade dos sistemas, reduzindo os
impactos observados no uso dos solos agricolas, tais como microrganismos benéficos. Os
fungos promotores de crescimento vegetal (FPCV) podem melhorar a saude das plantas
e o controle de pragas, e apresentar um potencial efeito sobre varidveis do solo. Nesse
contexto, o presente estudo tem como objetivo principal identificar os efeitos de cinco
isolados fungicos (Beauveria bassiana, Trichoderma asperellum, Metarhizium
anisopliae, Purpureocillum lilacinum, Pochonia chlamydosporia) no condicionamento
das varidveis da quimica e da biologia de solo argiloso e arenoso sob soja € milho. Para
tanto, um experimento foi instalado com milho e soja sobre solos argiloso ¢ arenoso em
casa-de-vegetacdo. Cada cultivar em cada solo recebeu 6 tratamentos de aplicagdo de
isolados fungicos, perfazendo 4 ensaios. Assim, os seguintes tratamentos foram aplicados
em cada ensaio: 1 — Controle ndo inoculado; 2 — Beauveria bassiana; 3 — Metarhizium
anisopliae; 4 — Pochonia chlamydosporia; 5 —Purpureocillium lilacinum;, e 6 —
Trichoderma asperellum. Foram analisados a colonizacdo micorrizica arbuscular,
fertilidade do solo, atividade enzimatica, respiracdo basal microbiana, carbono da
biomassa do solo e massa seca vegetal. Os ensaios foram em delineamento inteiramente
casualizados. Alguns dos isolados fungicos aplicados influenciaram na fertilidade do
solo, nos parametros como pH, acidez potencial, magnésio e saturacdo por bases. A
aplicacdo de qualquer um dos fungos condicionou maior colonizagdo de raizes por fungos
micorrizicos arbusculares, variando entre: 48,6% a 56,2% para os tratamentos inoculados
e 32,5% para o controle no ensaio de milho sobre solo arenoso; 59,5% a 66,8% para os
tratamentos inoculados e 46,3% para o controle no ensaio de milho sobre solo argiloso;
47,2% a 58,3% para os tratamentos inoculados e 29,9% para o controle no ensaio de soja
sobre solo arenoso; 60,8% a 68,9% para os tratamentos inoculados e 33,6% para o
controle no ensaio de soja sobre solo argiloso. Os parametros de fertilidade e atividade
enzimatica do solo, apresentaram alteragdes em varidveis em determinados tratamentos,
sendo inconsistentes nos dois solos e duas culturas, mas indicando efeitos de interacao
solo-planta-microrganismo especificas. O crescimento vegetal, respiragdo basal
microbiana e o carbono da biomassa microbiana ndo foram influenciados pelos isolados
fingicos.

Palavras-Chave: colonizacdo micorrizica arbuscular, fungos promotores do crescimento
vegetal; fertilidade do solo; microbiologia do solo.



ABSTRACT

BARBOSA, BRUNO BORGES. Biological and chemical properties applied to sandy
and clayey soils granted with concession of fungi under soybean and corn in a
greenhouse 2021, 69p. Dissertation (Masters in Environmental Quality) — Federal
University of Uberlandia, Uberlandia.

With the increase of the growing population, the urge to develop the food
production in order to ensure sustainability and environmental conservation intensified.
Many practices of conventional agricultural management have impacted negatively
physical, chemical and biochemical properties of the soil, leading to losses on
functionality and environmental quality. In this way, it becomes important to develop
practices that contribute to the systems sustainability, reducing observed impacts on
agricultural land use, such as beneficial microorganisms. Plant growth promoting fungi
(PGPF) can improve plants' health, pest control, and have a potential effect on soil
variables. In this context, this study aims to identify the effects of five isolated fungi
(Beauveria bassiana, Trichoderma asperellum, Metarhizium anisopliae, Purpureocillum
lilacinum, Pochonia chlamydosporia) conditioning chemical and biological variables of
clayey and sandy soil under soybean and corn plantation. Therefore, an experiment was
performed with corn and soybeans on clayey and sandy soils in a vegetation house. Each
sample received 6 treatments of fungal isolated application, totaling 4 attempts for each
treatment. Thus, the following treatments were applied in each experiment: 1 —
Uninoculated control; 2 — Beauveria bassiana; 3 — Metarhizium anisopliae; 4 — Pochonia
chlamydosporia; 5 —Purpureocillium lilacinum; and 6 — Trichoderma asperellum. The
arbuscular mycorrhizal colonization, soil fertility, enzyme activity, microbial basal
respiration, carbon from soil biomass and plant dry mass were analyzed. The experiments
were fully randomised. Portions of the applied isolated fungi influenced the fertility of
the soil, in parameters such as pH, potential acidity, magnesium, and base saturation. The
application of any fungi conditioned greater colonization of roots by arbuscular
mycorrhizal fungi, ranging from: 48.6% to 56.2% for inoculated treatments and 32.5%
for the application in the corn test on sandy soil; from 59.5% to 66.8% for inoculated
treatments and 46.3% in the experiment of corn on clayey soil; from 47.2% to 58.3% for
inoculated treatments and 29.9% for the application in the soybean test on sandy soil;
from 60.8% to 68.9% for inoculated treatments and 33.6% for the application in the
soybean test on clayey soil. The parameters of soil fertility and enzymatic activity,
presented changes in variables in certain treatments, being inconsistent in the two soils
and two crops, but indicating specific soil-plant-microorganism interaction effects. The
plant growth, microbial basal respiration and microbial biomass carbon were not
influenced by the isolated fungi.

Key words: arbuscular mycorrhizal colonization, plant growth promoted by fungi; soil
fertility; soil microbiology.



1. INTRODUCAO

A populagdo do planeta deve atingir a marca de 11,2 bilhdes de habitantes em
2100, com a preocupacao nao somente em se produzir alimentos, mas que ela seja
realizada de maneira a garantir a sustentabilidade e a conservagdo ambiental
(BONGAARTS, 2016). A agricultura ¢ uma importante atividade econdmica, onde
muitas de suas praticas de manejo, como operagdes de preparo do solo, semeadura das
culturas, aplicacdo de pesticidas e fertilizantes minerais, ¢ monocultura t€ém impactado
negativamente atributos fisicos, quimicos e bioquimicos do solo (LIMA et al.; YU et al.,
2016). Adicionalmente, alteragdes no uso e cobertura da terra proporcionam diretamente
modificagcdes na composicdo do habitat, na biodiversidade e no funcionamento do
ecossistema, o que leva a alteracdes da qualidade ambiental (GARCIA-MOZO;
OTEROS; GALAN, 2016). Além disso, a aplicagdo de fertilizantes minerais aumentou
em todo o mundo a partir da metade do século 20 devido a expansdo agricola (PRETTY et
al., 2018; SUN et al., 2018); ou seja, hd indicativos que as praticas agricolas nao
conservacionistas ainda estdo em expansao.

Desse modo, torna-se importante desenvolver praticas de manejo do solo
conservacionistas, que contribuam para a sustentabilidade dos sistemas e reduzam os
impactos observados no uso dos solos agricolas. Entre as opgdes encontram-se o uso de
microrganismos benéficos as plantas.

Os fungos promotores de crescimento vegetal (FPCV) podem melhorar a satde
das plantas, aumentando a disponibilidade de nutrientes via mineralizacdo da matéria
organica e solubilizacdo de minerais, elevando a absor¢do de nutrientes e crescimento
vegetal via regulacdo hormonal da planta (RASHID; CHUNG, 2017; CHEN et al., 2016).
Também hé o potencial de controle de pragas, patdgenos e nematoides parasitas (LACEY
et al., 2015). Além disso, os FPCV podem estimular tanto a biomassa do solo como a
matéria organica do solo (ABHILASH et al., 2016).

O efeito da aplicagdao dos FPCV pode ser influenciado por diversas condigdes do
solo; entre elas a textura, que influencia vérias fungdes no solo, como infiltragdo e
retengdo de agua e fertilidade (LI et al., 2017). Além disso, solos distintos podem
apresentar diferenga tanto na composi¢do como na diversidade funcional das
comunidades microbianas do solo (JU ef al., 2016).

Os efeitos de microrganismos benéficos também podem variar de acordo com a

espécie e fisiologia vegetal. Portanto, a aplicagdo de fungos endofiticos em plantas
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hospedeiras diferentes ¢ importante para se testar a constancia do efeito benéfico de
isolados no condicionamento do solo (KHAN et al., 2017; TONG et al., 2017)

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar os efeitos de
cinco isolados fungicos (Beauveria bassiana, Trichoderma asperellum, Metarhizium
anisopliae, Purpureocillum lilacinum, Pochonia chlamydosporia) no condicionamento
das variaveis da quimica e da biologia de solo argiloso e arenoso sob soja e milho. A
hipotese geral € que os fungos aplicados atuam na dinamica de carbono da rizosfera, com
alteracdo de atributos da quimica e da biologia de solo, além de estimular a colonizagao
micorrizica arbuscular, independente do solo (arenoso e argiloso) e da cultura (milho e

soja).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Fungos Promotores do Crescimento Vegetal

Fungos promotores do crescimento vegetal (FPCV) sdo microrganismos
saprofitos, que contribuem na manutengao da fertilidade do solo que, consequentemente,
melhoram o crescimento vegetal e auxiliam na defesa de infec¢des por patdgenos
(NAZIYA et al., 2019). Os FPCV podem ser endofiticos (BARON et al., 2020),
entomopatogénicos (TALL et al., 2018) e ou rizosféricos (SILVA et al., 2018).

Os fungos endofiticos vivem durante todo ou parte do seu ciclo de vida de
maneira assintomdtica dentro de tecidos vegetais saudaveis, sem acarretar patogenia
(GREENFIELD et al.,2016). Os endofiticos promotores de crescimento vegetal facilitam
a atividade enzimatica, troca de nutrientes, mobilizacdo do fosfato insoluvel e resisténcia
aos estressores abidticos (DARA, 2019; HASSAN et al., 2017). Foi relatado que
diferentes espécies de endofiticos flingicos podem estar presentes no caule, folha ou raiz,
da planta hospedeira (BAMISILE et al., 2018), sendo encontrados em espécies como
milho (Zea mays) (BING et al., 1991), soja (Glycine max) (RUSSO et al., 2014) e café
(Coffea spp.) (POSADA et al., 2007).

Os fungos entomopatogénicos sao mais conhecidos por seu potencial biopesticida,
minimizando os danos ambientais causados pela utilizagdo de pesticidas quimicos
(OLIVEIRA et al., 2016). Esses organismos ganharam maior relevancia devido a sua
capacidade de se estabelecerem como endofiticos de plantas e, com isso, atuarem na

melhora da resisténcia sistémica induzida contra estresses bidticos, do crescimento
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vegetal, nutri¢ao e desenvolvimento da raiz, além de maior protecao a estresses abidticos
(GREENFIELD et al., 2016; RAYA-DIAZ et al., 2017)

Entre os microrganismos que colonizam a rizosfera, alguns fungos promovem o
crescimento vegetal com potencial de auxiliar no funcionamento do ecossistema e a
sustentabilidade ambiental por participarem da solubilizagdo e mineralizagdo de
nutrientes e de prote¢do contra pragas ¢ doencas (PATTNAIK et al., 2019; ZHU et al.,
2020).

Devido aos efeitos dos FPCV, a sua utilizagdo pode contribuir para a redugao dos
riscos ou probabilidades de polui¢do por pesticidas, do escoamento de fosforo e
nitrogénio provenientes de fertilizantes, ¢ que podem causar eutrofizagdo de corpos
d’4gua, e das emissdes de gases, como o0 NoO (ABHILASH et al., 2016). Nesse sentido,
os microrganismos vém recebendo atengdo de pesquisadores devido aos resultados

promissores para sua aplicacao na agricultura (BARON et al., 2020).

2.1.1. Beauveria bassiana

O fungo  entomopatogénico Beauveria  bassiana (Balsamo)  Vuillemin
(Hypocreales: Cordycipitaceae), cosmopolita, infecta insetos de diversas ordens, e ¢ a
espécie mais comum na produgdo de biopesticidas, contudo existem poucos relatos sobre
sua dindmica no solo (LEE et al., 2017; BLOND et al., 2018).

Na entomopatogénese, o processo de infec¢do se inicia quando os esporos do
fungo aderem ao tegumento do inseto, germinam, desenvolvem as estruturas de infecgao,
denominadas apressorios, € produzem enzimas extracelulares, como lipases, proteases
e quitinases, que rompem o tegumento, permitindo que o fungo invada, cres¢a no interior
do inseto, provocando sua morte em poucos dias, e por fim, sob condi¢cdes climaticas
favoraveis, o fungo emerja com as hifas envolvendo a superficie do hospedeiro
(ROBERTI et al., 2017; TOOPAANG et al., 2017).

No Brasil € utilizado para o controle de pragas de cultivares importantes como a
broca-da-bananeira Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera: Curculionidae) e a
broca-do-cafeeiro Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae), sendo um
fungo que resiste no solo por mais de dois anos seguidos da aplicagao de conidios no solo
ou quando pulverizados nas copas das culturas (MWAURA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2016). B. bassiana foi descoberto naturalmente como endofiticos em diversas
espécies de plantas, sendo aplicado em estudos em vérias culturas, como em cultivares

de café (POSADA et al., 2007), algodio (GURULINGAPPA et al., 2010), milho
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(BING et al., 1991), tamareira (GOMEZ-VIDAL et al., 2006), banana (AKELLO et al.,
2008), tomate (OWNLEY et al, 2008) e o feijdo comum (PARSA et al., 2013),
melhorando o crescimento vegetal e rendimento (CANASSA et al.,2019; GREENFIELD
et al., 2016). O trabalho de Alves et al. (2021), relatou um aumento na colonizagao
micorrizica arbuscular, na massa seca de raizes e na massa total acumulada dos nutrientes

P, Mn, Zn e B na parte aérea de Phaseolus vulgaris L. com a aplicagdo de B. Bassiana.

2.1.2. Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) é
um fungo entomopatogénico, amplamente utilizado na agricultura devido a capacidade
de se adequar a ambientes heterogéneos. Essa espécie pode infectar uma diversa
variedade de insetos devido principalmente a evolucdo de genes que provocam a
degradagdo da cuticula do hospedeiro, desintoxicacao e biossintese de toxinas (DORIN et
al., 2015; RIBEIRO et al., 2017). O fungo M. anisopliae ganhou atengdo dos
pesquisadores brasileiros ao ser notado sua ocorréncia epizodtica sobre a espécie
Mahanarva posticata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae), conhecida popularmente como a
cigarrinha da folha da cana-de-agticar (OLIVEIRA et al., 2016).

Os fungos entomopatogénicos do género Metarhizium sdo tidos como
colonizadores frequentes da rizosfera em diversos ecossistemas, sugerindo-se sua
permanéncia no solo mesmo na auséncia de insetos e cultivares no campo (CASTRO et
al., 2016; GREENFIELD et al., 2016).

Embora as espécies de Metarhizium sejam menos conhecidas como endofiticos,
elas ja foram aplicadas com éxito em culturas de feijdo (BEHIE et al., 2015), tomate
(GARCIA et al., 2011), fava (AKELLO et al., 2012) e colza (BATTA et al., 2013).
Fungos desse género tém sido estudados quanto ao potencial de prover o crescimento
vegetal. Aplicagdes de M. Anisopliae elevaram a colonizagdo micorrizica arbuscular, a
massa seca da raiz e a massa de Fe e B acumulada na parte aérea do feijoeiro (Alves et
al., 2021). Outro estudo demonstrou que o revestimento de sementes de milho com
conidios de M. anisopliae reduziu a lesdo das plantulas por larva-arame, influenciando
no aumento de produtividade, além de melhorar o desenvolvimento de pelos radiculares

em plantas jovens e elevar a biomassa das culturas (CLIFTON et al., 2018).
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2.1.3. Trichoderma asperellum

O fungo Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckf. & Nirenberg, Sydowia),
frequentemente isolado do solo, tecidos de plantas, raizes e biomassa fingica, atua no
controle biologico de patogenos fungicos, agindo por micoparasitismo, competicdo por
nutrientes e espacgo, € inibindo o crescimento ou reproducdo da outra espécie pela
liberacao de substancias toxicas (SINGH et al., 2016; TRIANA et al., 2017).

O processo de infeccdo do género Trichoderma em diversos fungos patogénicos,
como o Rhizoctonia solani e Monilinia fructicola, se inicia pelo reconhecimento da
parede celular do hospedeiro, envolvimento do seu micélio, onde sdo desenvolvidas
apressorios, com posterior secrecdo de enzimas degradantes da parede celular, como
quitinases, proteases e B-1,3-glucanases para hidrolise dos principais componentes da
parede celular do hospedeiro (CHAGAS et al., 2017; GABARDO et al., 2020; QIU et
al.,2017).

Trichoderma nao apenas infecta outros fungos patogénicos, mas também
promove o crescimento vegetal, onde sua inoculagdo induz tolerancia ao estresse em
plantas hospedeiras pelo melhor desenvolvimento da raiz e do caule, estimulo da
resisténcia sistémica induzida, solubilizagdo e sequestro de nutrientes inorganicos
(SINGH et al., 2016; WANG et al., 2020). O potencial como promotor do crescimento
vegetal do fungo Trichoderma asperellum foi constatado na soja em condic¢des de clima
e solo de cerrado (CHAGAS et al., 2017) e em feijoeiro, em que se verificou aumento na
colonizagdo micorrizica arbuscular, na massa seca da raiz do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris), nas massas de Cu e B acumulado na parte aérea, e no carbono organico do solo

da rizosfera com a aplicacdo de 7. asperellum (Alves et al., 2021).

2.1.4. Purpureocillium lilacinum

Anteriormente conhecido como Paecilomyces lilacinus, o Purpureocillium
lilacinum (Thom. Bull.) Bur. ¢ um dos fungos filamentosos endofiticos mais empregados
como agente de controle bioldégico de nematoides das galhas como Meloidogyne
incognita, de espécies como Radopholus similis, Globodeera spp e Heterodera spp
(LOPEZ et al., 2014; XIE et al., 2016). Além de atuar no controle bioldgico de alguns
insetos tais como o pulgdo-do-algodoeiro (Aphis gossypii) € a mosca branca de estufa
(Trialeurodes vaporariorum) (WANG et al., 2016).

P. lilacinum possui distribui¢cdo cosmopolita, frequentemente isolado em grande

parte dos solos agricolas, no material vegetal em decomposi¢ao, em nematoides e insetos
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(MEDEIROS et al., 2018). O fungo ¢ capaz de produzir varios tipos de enzimas
proteoliticas e hidrolases de carboidratos, tais como serina proteases e quitinases, que
podem hidrolisar as camadas lipidica e quitina da casca de ovo de nematoide (XIE et al.,
2016). A eficiéncia de controle contra Meloidogyne javanica e Globodera pallida pela
aplicagdo de P. lilacinum no solo, pode alcangar valores maiores de 70% (HAJJI et al.,
2016).

Além de sua patogenicidade para os insetos e atividades antifingicas, como a
producao de amodnia e enzimas hidroliticas capazes de degradar as paredes celulares de
fungos fitopatogénicos, o P. lilacinum também apresenta a capacidade de promover o
crescimento vegetal provavelmente devido a producdo do fitohormonio 4acido
indolacético (AIA, uma auxina) (CAVELLO et al., 2015; HU et al., 2019). Foram
observados aumentos da colonizacdo micorrizica arbuscular, da massa seca vegetal e da
massa de N, P, Mn, Cu, Zn ¢ B acumulados na parte aérea do feijoeiro, além de elevagao
do pH e das concentragcdes de Mg e de matéria organica do solo rizosférico com a
aplicagdo de P. lilacinum no trabalho de Alves ef al., 2021. O mesmo fungo promoveu o
crescimento vegetal de espécies tais como a Avena sativa (aveia) (HERNANDEZ et al.,
2016), Oryza sativa (arroz asiatico) (SEENIVASAN et al, 2011), Solanum
lycopersicum (tomate) (CAVELLO et al., 2015) e Solanum melongena (berinjela)
(LAN et al., 2017).

2.1.5. Pochonia chlamydosporia

O fungo nematofago Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams ¢ um
parasita facultativo de ovos de nematoides predominantemente de nodulos radiculares e
nematoides de cistos, com potencial como agente de biocontrole, sendo presente em solos
naturalmente supressores de nematoides parasitas de plantas (ESCUDERO et al., 2016)
(ZAVALA-GONZALEZ et al., 2016).

P. chlamydosporia possui um estilo de vida multitréfico, que consiste no
saprotifismo no solo, endofitismo das raizes das plantas e parasitismo de ovos de
nematoides, sugerindo ser capaz de se adaptar a diversas condi¢des e ambientes (LIN et
al., 2018). Essas caracteristicas sao almejadas em um agente de controle bioldgico, pois
possibilitam que o fungo sobreviva no solo, mesmo na inexisténcia do nematoide, além
de serem produtores de clamidosporos, que operam como estruturas de sobrevivéncia

(NASU et al., 2018).
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Pesquisas mostraram que P. chlamydosporia coloniza as raizes endofiticamente,
favorecendo diretamente as plantas, pela via de sinalizagdo do jasmonato, diminuindo o
periodo de floragdo, estimulando o crescimento das plantas e melhorando tanto producao
de sementes como suas defesas (EBADI et al., 2018; LIN et al., 2018). Foi observado
que P.  chlamydosporia consegue colonizar raizes endofiticamente de tomate
(BORDALLO et al., 2002), batata (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2011) e cevada
(MONFORT et al., 2005). Alves et al. (2021) observaram aumentos da massa seca da
raiz do feijoeiro, da coloniza¢ao micorrizica arbuscular, na massa acumulada de Mn, Cu
e Zn na parte aérea, além de aumento no pH e na concentracdo de calcio e fosforo no solo

devido a aplicagdo desse fungo.

2.2. Colonizacao micorrizica arbuscular

As micorrizas associacdes simbidticas mutualistas entre alguns fungos do solo e
raizes. As micorrizas sdo divididas em endomicorrizas, ectomicorrizas e
ectoendomicorrizas. Nas ectomicorrizas, o fungo simbionte cresce na raiz, promove
espessamento externo via manto fingico, mas as hifas ndo penetram nas células do
hospedeiro vegetal. Nas endomicorrizas, as hifas do fungo parceiro eventualmente entram
nas células corticais da raiz. As ectoendomicorrizas apresentam o manto fingico ao redor
das raizes, mas as hifas também penetram eventualmente as células do vegetal. As
micorrizas arbusculares (MA) sdo endomicorrizas, € consideradas uma das simbioses
mutualisticas mais abundantes e antigas do planeta, envolvendo fungos biotroficos
obrigatdrios do filo Glomeromycota e as raizes de plantas vasculares (LEKBERG et al.,
2014; SMITH, READ, 2008).

O 1nicio da associagdo ocorre com a germinagdo dos esporos, desenvolvimento
das hifas fungicas, de maneira assimbiotica, € comunicacdo molecular entre os parceiros.
Com a regulagao fisiologica dada pela comunicacdo celular, as hifas fungicas penetram e
colonizam intercelularmente e, eventualmente, intracelularmente as células corticais das
raizes das plantas hospedeiras, onde se diferenciam em estruturas conhecidas como
arbusculos (KIRIACHEK et al., 2009; TOMAZELLI et al., 2019). Essas estruturas
consistem em uma intensa ramifica¢ao dicotdmica da hifa intracelular localizada entre a
parede celular e a membrana plasmatica da célula (KIRIACHEK et al., 2009; SMITH,
READ, 2008). Concomitantemente, as hifas crescem no solo e absorvem agua e
nutrientes que sao repassados para a planta hospedeira. Os arbusculos sdo os provaveis

orgaos responsaveis pela troca de nutrientes e fotoassimilados entre plantas hospedeiras
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e os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (NAGATA et al., 2015). Posteriormente, o
fungo produz esporos no solo como forma de propdgulos resistentes as condi¢des
ambientais.

Nessa relagao simbidtica, os FMA recebem das plantas hospedeiras carboidratos
e lipidios para manutencdo de seu ciclo de vida e, em troca, fornecem agua e nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo, resultando em maior crescimento e tolerancia a
estresses abioticos e patogenos (CHEN et al., 2016; SMITH, READ, 2008). Além disso,
os FMA auxiliam na melhora da qualidade edafica devido a producao de hifas e glomalina
que elevam a agregacao de particulas, a estabilidade de agregados do solo e o estoque de
carbono, que estimula o crescimento microbiano no solo (MEDDAD-HAMZA et al.,

2017).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Preparo do experimento

Os ensaios foram realizados em casa-de-vegetagio, em vasos contendo 10 dm?® de
solo. Cada um dos 4 ensaios distintos se constituiu de uma espécie vegetal (milho,
variedade hibrida Pioneer® - P3754PWU ou soja, variedade Intacta RR2 PRO —
NS69061PRO), crescendo sobre um tipo de solo (argiloso ou arenoso).

Os solos utilizados foram coletados a uma profundidade de 30 cm em um
Latossolo Vermelho distrofico textura argilosa [Argila (475g kg ™), Silte (125g kg ™) Areia
(400g kg™")], sob Urochloa brizantha (18°57°32,98”S e 48°12°15,07°W), e em um
Latossolo Amarelo distrofico tipico textura arenosa [Argila (200g kg™), Silte (75g kg™!)
Areia (725g kg')], sob vegetagio de Cerrado stricto sensu em recuperagio
(18°58°16,40’S e 48°12°28.29°°0).

Os solos foram peneirados em malha de 2 mm, homogeneizados e uma amostra
de cada solo foi separada para anélise quimica do solo e de pardmetros de fertilidade em
laboratorio. Foram obtidos os seguintes pardmetros: pH em H20, pH em CaCly, carbono
organico, fosforo, magnésio, potassio, célcio, aluminio, acidez potencial (H + Al),

capacidade de troca de cations (T) e saturacao por bases(V%) (Tabela 1).
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TABELA 1- Anélise quimica do solo de distintas texturas, solo argiloso e arenoso, antes
do inicio do experimento, antes de correcdo de acidez, adubagao e inoculagdo de isolados
flngicos, para posterior uso como substrato nos ensaios de milho e soja. Uberlandia,

2019.

pH pH C Org. P meh Mg K Ca Al H+Al T V

HO CaClz  dagkg! mgdm? cmole dm %
Latossolo Vermelho distrofico textura argilosa
5,2 4,6 1,4 2,2 0,4 0,08 09 0,2 4 535 25
Latossolo Amarelo distrofico tipico textura arenosa
5,0 4,4 0,55 0,9 0,2 0,05 03 1,60 4,2 4,68 10

Andlise realizada apds padronizagdo em peneiras com malha de 2mm. Carbono organico
(Org. C); Magnésio (Mg); Potassio (K); Calcio (Ca); Aluminio (Al); Fosforo Mehlich
(PMEH); Acidez potencial (H+Al); Capacidade de troca de cations (T) e Saturagao por
bases (V%).

A corre¢io do pH foi realizada pela aplicagdo de CaCOs P.A. (0,954 g/dm’ para
argiloso e 1,08 g/dm?® para arenoso) e MgCOs P.A. (0,225 g/dm? para argiloso e 0,26
g/dm? para arenoso), onde foram irrigados até atingir o ponto de saturacio. Apos duas
semanas da aplicagio dos carbonatos, foi misturado aos solos o KC1 (0,174 g/dm? para
argiloso e 0,167 g/dm> para arenoso). A fosfatagem corretiva foi realizada de acordo com
Novais (1999), com 667 mg dm™ de fosfato natural reativo OCP (FNR), 7 semanas apds
a aplicag@o dos carbonatos de Ca e Mg. Nos vasos contendo milho foram adicionados 8g
de ureia dissolvida em dgua de irrigagao divididos em duas parcelas, sendo aplicados apds
5 e 32 dias da semeadura.

Cada ensaio recebeu 6 tratamentos: controle, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma
asperellum. O delineamento para cada um dos 4 ensaios foi o inteiramente casualizado
com 4 repeticdes. A fonte de esporos foi fornecida pela empresa Biosag®, em frascos
contendo meio de cultura com isolados crescidos dos cincos fungos: Beauveria bassiana
(Bals. Criv.) Vui, Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin, Pochonia chlamydosporia
(Goddard) Zare & W. Gams), Purpureocillium lilacinum (Thom. Bull.) Bur.

e Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg).

3.2. Preparo do in6culo dos fungos

Em um liquidificador foram homogeneizados os esporos de cada isolado de fungo

com 500 mL de 4gua destilada por um periodo de 5 segundos. Apds a homogeneizagao,
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as suspensdes foram alocadas em béqueres no qual foi coletada 0,1 mm? para a contagem
de esporos em camara de Neubauer.

Dilui¢des foram feitas para se atingir suspensdes com concentra¢des de 10> mL!
esporos para cada isolado fingico. A suspensao para o tratamento controle foi preparada

com a utilizagdo do meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose).

3.3. Preparo e inoculacio de sementes

Foram separadas para os 4 ensaios 600 sementes tanto para soja como para o
milho, sendo 100 sementes para cada tratamento. Posteriormente, 1 mL das determinadas
suspensoes de esporos foram aplicados a cada 100 sementes, exceto o controle que
recebeu a suspensdo com BDA autoclavada. As sementes foram misturadas com ajuda de
um bastdo de vidro em béqueres até a secagem da suspensao de esporos. Em cada 100
sementes de soja, foram adicionados 96 mg do inoculante turfoso Bioma Brady Soja
diluido com 4gua destilada, foram agitadas com bastao de vidro e deixadas para secarem
em temperatura ambiente. As sementes permaneceram refrigeradas a 6°C por 17 horas
até a semeadura nos vasos. Todos os preparos tanto das sementes como dos isolados

fingicos foram iguais para todos os ensaios.

3.4. Inoculacao no solo

Na casa-de-vegetacdo, foram feitas no solo dos vasos 9 covas com profundidade
de 3 cm nos ensaios que receberam milho e 6 covas com profundidade de 1 cm nos ensaios
que receberam soja. Posteriormente, para todos os ensaios uma semente foi colocada em
cada orificio, juntamente com 1 mL da suspensao de esporos, sendo o0 mesmo tampado
com solo. De maneira a evitar contaminagdes cruzadas o material foi exclusivo para cada
tratamento. Os vasos, liquidificador e pulverizadores foram esterilizados previamente
com uma solu¢do de hipoclorito de s6dio (NaClO) 1%.

A temperatura na casa-de-vegetagdo foi monitorada durante o ensaio no periodo

de 17/12/19 a 04/02/2020, apresentando média de 28,35°C (Figura 1).
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FIGURA 1- Monitoramento interno da temperatura da casa de vegetagao.
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3.5. Condugao do ensaio

Apds 14 e 28 dias de emergéncia das plantas, foram aplicados 100 mL de
suspensdo com os esporos em cada vaso por meio de pulverizadores manuais, com as
concentragdes demonstradas na Tabela 2. A parte aérea do milho e da soja de cada ensaio
foi retirada mediante corte no colo da planta, ocorrendo aos 78 dias apds semeadura do
milho quando se deu inicio ao pendoamento (estadio VT) e aos 101 dias apos a semeadura

da soja quando todas apresentavam ao menos uma inflorescéncia (estadio R1)

TABELA 2- Concentragdes de esporos de cada isolado fingico e o volume das

suspensodes aplicadas na parte aérea do milho e soja apos 14 e 28 dias de emergéncia das

plantas.
Tratamento Concentragdo  Volume final da Volume
final de esporos suspensao aplicado por
(mL™) (mL) vaso (mL)
Controle - 800 100
B. bassiana 10° 800 100
M. anisopliae 10° 800 100
P. chlamydosporia 10° 800 100
P. lilacinum 10° 800 100
T.asperellum 10° 800 100
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3.6. Massa seca

O sistema radicular de cada exemplar foi separado do solo em peneira de 2 mm,
com posterior limpeza em agua corrente, com uso de papel toalha para absor¢cdo da
umidade externa. A massa seca da parte aérea e das raizes foi determinada apos secagem

em estufa a 60°C por 72 horas, periodo suficiente para a massa estabilizar.

3.7. Fertilidade do solo

O solo que permaneceu preso as raizes apds uma leve agitacdo foi considerado
solo rizosférico (LI et al., 2019; PANTIGOSO et al., 2018). Este solo rizosférico foi entdo
separado das raizes manualmente. As variaveis pH do solo, e as concentragdes de carbono
organico, H+Al, P, K, Ca, Mg, foram determinadas de acordo com Teixeira et al. (2017).

A capacidade de troca cationica foi calculada como a soma de Mg, Ca, K e H+AL.

3.8. Carbono da Biomassa Microbiana

Para a quantificagdo do carbono da biomassa microbiana (CBM) foi utilizado o
método proposto por Vance et al. (1987). Foram separados em frascos plasticos com
tampa de 100 mL, duplicatas de 20 g de solo seco ao ar de cada amostra, onde metade
foram submetidas a fumigagao.

As amostras a serem fumigadas foram colocadas em um dessecador forrado com
papel filtro umedecido com agua destilada, sendo que os frascos foram destampados para
livre circulagdo de ar para dentro do solo. No centro do dessecador foi colocado um
béquer com aproximadamente 30 mL cloroférmio. Foi utilizado uma bomba de vacuo
para diminuir a pressdo do ar dentro do dessecador até que o cloroférmio entrasse em
ebulicdo, ficando ligada mais 2 minutos apds o inicio da ebuli¢do. As amostras ficaram
no dessecador por um periodo de aproximadamente 24 horas, em ambiente com baixa
presenga de luminosidade.

Ap0s a fumigagdo das amostras foram adicionados 40 mL de solucdo de sulfato
de potassio (K2SO4; 0,5M) em cada frasco de solo fumigado e solo ndo fumigado. Os 3
brancos consistiram em apenas 40 mL de sulfato de potassio (K2SO4; 0,5M), sem adicao
de solo. As amostras foram submetidas a uma agita¢dao de 150 rpm durante 30 minutos.

Ap6s a decantacdo, o sobrenadante de cada frasco foi filtrado em papel de filtro
faixa azul em tubo falcon, no qual foram coletados 8 mL do extrato filtrado.

Acrescentaram-se 2 mL de dicromato de potassio (KoCr2O7; 0,0667M) e 15 mL da
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mistura de &cido sulfurico/fosforico (H2SO4/H3POgs; 2:1). Todos os tubos foram
incubados em banho-maria por 30 minutos a 100°C. Apds esfriar, foram adicionados 20
mL de agua destilada, chegando a um volume final de 45 mL por amostra.

Foram adicionadas 7 gotas do indicador ferroina [composto por O-fenantrolina
(0,075 mol/L) e sulfato ferroso (0,041 mol/L)]. As amostras foram tituladas com sulfato
ferroso amoniacal 0,0333M [(NH4)2Fe(S04).6H>0] diluido em acido sulfurico 0,4M .

A padronizagdo do sulfato ferroso amoniacal 0,00333M foi preparada pipetando
3mL da solugdo de dicromato de potassio 0,06667M (0,4N) em erlenmeyer de 125 mL.
Em seguida foram acrescentados 50 mL de agua destilada, 15mL de acido sulfurico e 4
gotas do indicador ferroina. Por fim, titulou-se com o sulfato ferroso amoniacal e foi
determinado a normalidade real (NR).

A quantidade de CBM foi calculada pela diferenga entre o carbono organico
extraido de amostra de solo fumigadas pela respectiva amostra ndo fumigada, utilizando

o fator de correcao (Kc) igual a 0,33, preconizado por Sparling & West (1988).

3.9. Respiracao basal microbiana

A respiracdo basal microbiana foi determinada por medi¢do do CO> liberado,
segundo Stotzky (1965). Foram colocados 100 g de solo em frascos herméticos, com a
umidade destes solos ajustada para 60%. Os frascos foram mantidos fechados e
acondicionados em local escuro pelo periodo seis dias a fim de que a microbiota se
aclimatasse, acompanhados de frascos sem solo que constituiram os brancos. No sétimo
dia, recipientes plasticos de 40 ml contendo 10 ml de hidréxido de s6dio (NaOH; 1M)
foram colocados no interior de cada um dos frascos para que o NaOH reagisse com as
moléculas de CO; liberadas. A primeira leitura foi realizada apds 24 horas, sendo
retirados os recipientes dos frascos e adicionados 5 ml de cloreto de bario (BaCl,.2H>O;
1M), juntamente com 3 gotas de fenolftaleina (1%) e o NaOH residual sendo determinado
pela titulagdo com acido cloridrico (HCI; 0,5M). A determinagdo do CO: por meio deste
procedimento foi realizada as 24, 48, 72 horas, 7, 14, 28, 56 dias de incubacdo, sendo
realizada a soma geral dos resultados de todos os dias de incubagdo para analise

estatistica.

3.10. Colonizagao de raizes por fungos micorrizicos arbusculares

Para a analise da colonizagdo de raizes por fungos micorrizicos arbusculares,

amostras de raizes frescas foram coletadas em fragmentos de aproximadamente 2 cm com
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tesoura de forma representativa no terco superior, médio e inferior do sistema de raizes
de cada amostra. As raizes foram acondicionadas em cassetes histologicos para a
clarificagdo com imersao em KOH 10% por um periodo de 16 h em temperatura ambiente.
A solucao foi renovada e os cassetes foram incubados novamente em KOH 10% por 10
minutos a 60 °C. Logo ap0s, os cassetes foram lavados em agua corrente e imergidos em
solugdo de HCI 1% por 5 minutos para acidificagdo das raizes. Os cassetes foram entdo
imersos em solugdo de coloragao (5% de tinta caneta Parker® comercial, 5% de 4cido
acético e 10% de lactoglicerol) (Vierheilig et al., 1998) a 90 °C por 3 minutos. As raizes
foram preservadas em solugdo de lactoglicerol até a avaliacao da colonizagdo micorrizica
(1:1:1, dgua destilada: acido 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 ¢ Mosse (1980), como observado na Figura 2. Na Figura 3 estdo

demonstradas as estruturas da micorriza arbuscular sob microscopio bioldgico.
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FIGURA 2- Raizes colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em raizes
de soja e milho crescidas sob aplicacdo de isolados fungicos. As estruturas de FMA
apresentam-se coradas em azul.
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FIGURA 3 - Estruturas do fungo micorrizico arbuscular em raizes de milho cultivado em

casa de vegetacgao.

3.11. Atividade enzimatica

A atividade da hidrolise do Diacetato de Fluoreceina (FDA) foi determinada
segundo Green et al., (2006). As atividades das enzimas B-glicosidase, fosfatase acida e

arilsulfatase foram determinadas segundo Tabatabai (1994).

FDA

Para andlise da FDA foram separados em tubos 2 g do solo fresco, sendo
adicionado 15 mL da solugdo tampao fosfato de potassio (pH 7,6). Em seguida adicionou-
se 200 pL da solugdo diacetato de fluoresceina (FDA) nas amostras e 200 pL de acetona
nos brancos. Todas as amostras foram submetidas em banho maria por 1 h a 30°C, sendo
acrescido posteriormente 15 mL de solugdo extratora cloroférmio-metanol. Os tubos
foram agitados e incubados novamente por 10 minutos em banho maria a 30°C.
Transferiu-se para tubos eppendorf 1 mL da solugdo resultante juntamente com 1 mL da
solugdo de dilui¢do (Tampao/Metanol, 3:1), onde foram centrifugados por 5° A 10000
rpm. A leitura da intensidade de desenvolvimento da cor foi realizada com um

espectrofotometro a 490 nm.
p-glicosidase

Foram colocados 1 g de solo de cada amostra em frascos Erlenmeyer de 50 mL,
adicionando-se 0,25 mL de tolueno certificado, 4 mL MUB (tampao universal

modificado) pH 6,0 e 1 mL de solu¢do PNG (P-Nitrophenyl-B-D-glucosidase). Depois
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de agitados por alguns segundos os frascos foram tampados e colocados em uma
incubadora a 37°C, sendo mantidos por 1 hora, no qual foram acrescentados 1 mL de
CaCl, (0,5M) e 4 mL de tampao THAM (trometamol; tris-hydroxymethyl
aminomethane). Transferiu-se 1mL para tubos eppendorf para centrifugagdao por 5’ a
10000 rpm. A leitura da intensidade de desenvolvimento da cor foi realizada com um
espectrofotometro a 410 nm.

O preparo dos brancos foi realizado seguindo os mesmos procedimentos diferindo
apenas na adi¢ao de 1 mL de solugao PNG ap0os as adi¢des de 1 mL de CaCl; (0,5 M) e
4 mL de tampao THAM (0,1 M pH 12) e imediatamente antes da filtragem da suspensao

de solo.

Fosfatase

Em um frasco Erlenmeyer de 50 mL foram acrescentado 2 g do solo, 0,2 mL de
tolueno, 4mL de MUB (pH 6,5 para analise de fosfatase acida), 1 mL de solugdo PNP (P-
nitrofenil fosfato), sendo o frasco agitado por alguns segundos, tampado e levado para a
incubadora a 37° C. Ap6s 1 h foram adicionados 1 mL de CaCl; (0,5 M) e 4 mL de NaOH
(0,5 M), agitados por alguns segundos e transferido 1mL para o tubo eppendorf para
centrifugacdo por 5’ a 10000 rpm. A intensidade de desenvolvimento da cor amarela do

filtrado foi lida com um espectrofotometro a 410 nm.
Arilsulfatase

Foram adicionados em um frasco Erlenmeyer de 50 mL 1 g de solo, 0,25 mL
de tolueno, 4 mL de tampao de acetato, 1 mL de solugdo PNS (p-nitrofenil sulfato),
seguido de agitacdo por alguns segundos. Os frascos tampados, foram alocados na
incubadora a 37°C por 1 h. Posteriormente acrescidos de 1 mL de CaCl> (0,5 M) e 4 mL
de NaOH (0,5 M), agitados por alguns segundos e transferido 1mL para o tubo eppendorf,
onde foram centrifugados por 5’ a 10000 rpm. A intensidade de desenvolvimento da cor

amarela do filtrado foi lida com um espectrofotdometro a 410 nm.

3.12. Analise estatistica

O programa Action® foi utilizado na andlise de ocorréncia de outliers e
verificacdo as pressuposicoes de maneira a atender os pressupostos estatisticos essenciais
em uma analise de variancia. Desse modo, os dados foram submetidos aos testes de

suposi¢des sendo os pressupostos avaliados: normalidade dos residuos, pela verificagdo
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do gréfico de residuos da andlise de variancia, aditividade por analise de histograma de
residuos, homocedasticidade por teste de Levene (p<0,05) e independéncia dos residuos
por meio de analise grafica de Residuos e Ordem de coleta. Apos a validagao de todas as
suposicoes foi realizado analise de variancia e o teste Scott- Knott (p<0,05) no programa
Sisvar®. Todas as analises foram elaboradas com auxilio do programa Action®. Nas
variaveis que ndo atenderam os pressupostos estatisticos utilizou-se o teste de Kruskall-
Wallis (p<0,05) por meio do programa Action®.

Os resultados gerais das analises de cada tratamento foram apresentados em forma
de média e desvio padrdo, para os dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos
foram apresentados a mediana e amplitude interquartil, sendo aplicado para os resultados
do C org. e fosfatase 4cida no ensaio de milho sobre solo arenoso; Ca, RBM e arilsulfatase
no ensaio de milho sobre solo argiloso; pH (CaClz) e CBM no ensaio de soja sobre solo

arenoso; CBM e arilsulfatase no ensaio de soja sobre solo argiloso.

4. RESULTADOS
4.1. Massa seca

Milho Arenoso

Nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos no que se refere a massa seca
tanta da parte aérea como das raizes (p<0,05; teste de Scott-Knott), sendo a média geral

do ensaio de 19,64 g e 15,98 g, respectivamente.
Milho Argiloso

O milho ndo apresentou diferenca estatistica de massa seca da parte area e das
raizes para nenhum dos tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), sendo a média geral

de 30,39 g e 21,74 g, respectivamente
Soja Arenoso

A soja ndo apresentou diferenca estatistica de massa seca da parte area e das raizes
para nenhum dos tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), sendo a média geral de 4,21

g e 2,39 g, respectivamente.

Soja Argiloso
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Esse ensaio ndo apresentou diferenca estatistica para nenhum dos tratamentos nas
analises da massa seca da parte area (p<0,05; teste de Scott-Knott), com média de 7,78g,

e massa seca das raizes (p<0,05; teste de Scott-Knott) com média de 3,25g.

4.2. Fertilidade do solo
Milho Arenoso

A aplicagdo do isolado fungico P. lilacinum no milho em solo arenoso aumentou
o pH em H>0 e o pH em CaCl, (p<0,05; teste de Scott-Knott), enquanto a utilizagdo dos
isolados fingicos B. bassiana e P. chlamydosporia reduziram a concentragdo de fosforo
no solo (p<0,05; teste de Scott-Knott) (Tabela 3). As médias das demais varidveis nao se

diferenciaram estatisticamente entre os tratamentos.
Milho Argiloso

O milho em solo argiloso apresentou aumento na acidez potencial (p<0,05; teste
de Scott-Knott) e reducdo na saturagdo por bases (p<0,05; teste de Scott-Knott) nos

tratamentos com B. bassiana, M. anisopliae e T. asperellum. (Tabela 4).
Soja Arenoso

A soja sobre solo arenoso apresentou um aumento nas variaveis pH (CaClz) com
a aplicacdo do fungo 7. asperellum (p<0,05; Kruskal Wallis), e na acidez potencial com
a utilizacdo de B. bassiana e P. lilacinum (p<0,05; teste de Scott-Knott). enquanto a
saturagdo por bases foi reduzida por esses mesmos isolados fungicos (p<0,05; teste de

Scott-Knott) (Tabela 5).
Soja Argiloso

A varidvel magnésio foi maior no tratamento com o 7. asperellum com solo

argiloso se comparada aos outros tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott) (Tabela 6).
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TABELA 3 - Fertilidade do solo arenoso para desenvolvimento de milho. comparando os tratamentos de aplica¢ao de isolados fungicos.

Controle B. bassiana M. anisopliae P. chlamydosporia P. lilacinum T. asperellum
pH (H20)* 5.23+0.13b 4.98+0.13b 5.1£0.22b 5.16+0.13b 5.63+0.15a 5.13+0.15b
pH (CaCl)* 4.75+0.06b 4.58+0.15b 4.65+0.24b 4.78+0.15b 5.18+0.05a 4.73+£0.17b
H+Al cmol. dm* 1.89+0.08a 1,86+0.02a 1.9+0.22a 1.83+0.11a 1.86+0.14a 1.76+0.15a
Ca cmolc dm™>* 1.08+0.10a 1.10+0.12a 1.06+0.17a 1.05+0.12a 1.2+0.14a 1.0+£0.12a
Mg cmol, dm™>* 0.20+0.03a 0.24+0.03a 0.25+0.03a 0.21£0.03a 0.27+0.04a 0.20+0.06a
K cmolc dm™* 0.12+0.02a 0.14+0.03a 0.13+0.02a 0.14+0.01a 0.14+0.03a 0.11+0.02a
T cmol, dm™* 3.31+0.21a 3.31+0.19a 3.34+0.08a 3.22+0.19a 3.16+0.05a 3.16+0.31a
C org dag.dm** 0.89+0.01a 0.84+0.06a 0.89+0.03a 0.92+0.15a 0.89+0.01a 0.95+0.01a
V %* 42.542.87a 44.2543.1a 43.254+5.56a 43.543.70a 46.5+5.45a 42.5+2.08a
P mg dm™* 43.48+18a 13.68+8.99b 69.63+39.4a 21.6£5.30b 37.95+18.84a 48.93+2.08a

*Médias + (desvio padrao) (n = 4), dados paramétricos sendo realizado teste de Scott-Knott. ** Mediana + (amplitude interquartil) (n = 4), dados
ndo paramétricos sendo realizado teste de Kruskal Wallis. Ambos os testes com nivel de significancia de 5% (p < 0.05), onde as letras mintisculas
(destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. H+Al, acidez potencial; Ca, calcio; Mg, magnésio; K, potassio; T, capacidade de
troca de cations; C org, carbono organico; V%, saturacio por bases; P, fosforo.
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TABELA 4 - Fertilidade do solo argiloso utilizado para desenvolvimento de milho comparando os tratamentos de aplica¢do de isolados fingicos.

Controle B. bassiana M. anisopliae P. chlamydosporia P. lilacinum T. asperellum
pH (H20)* 4.88+0.15a 5.03+0.15a 4.954+0.13a 54+0a 5.23+0.26a 4.9+0.22a
pH (CaClp) * 4.53+0.15a 4.55+0.1a 4.55+0.13a 4.65+0.06a 4.8+0.2a 4.53+0.15a
H+Al cmol. dm™* 2.63+0.31b 3.05+0.28a 2.95+0.38a 2.42+0.15b 2.5+0.26b 2.9+0.41a
Ca cmole dm™>** 1.32+0.06a 1.26+£0.01a 1.25+0.01a 1.35+0.03a 1.31+£0.03a 1.27+0.12a
Mg cmolc dm™>* 0.46+0.04a 0.41£0.02a 0.41+£0.01a 0.49+0.05a 0.42+0.06a 0.48+0.08a
K cmol; dm™* 0.17+£0.02a 0.18+0.02a 0.16+£0.03a 0.15+0.05a 0.17+0.02a 0.16£0.01a
T cmole dm™>* 4.994+0.25a 5.2+0.33a 5.1+0.32a 4.914+0.32a 4.7940.28a 4.984+0.09a
C org dag.dm™* 2.08+0.13a 2.32+0.05a 2.35+0.25a 2.25+0.1a 2.05+0.37a 2+0.18a
V %* 47.5£3.79a 41.75+1.7b 42.25+3.86b 50.5+0.58a 48+3.16a 42+7.53b
P mg dm>* 31.43+9.7a 37.93+26.33a 39.75+6.65a 23.554¢9.11a 42.43+321a 32.74£9.64a

*M¢édias + (desvio padrao) (n = 4), dados paramétricos sendo realizado teste de Scott-Knott. ** Mediana + (amplitude interquartil) (n = 4), dados
nao paramétricos sendo realizado teste de Kruskal Wallis. Ambos os testes com nivel de significancia de 5% (p < 0.05), onde as letras minusculas
(destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. H+Al, acidez potencial; Ca, calcio; Mg, magnésio; K, potassio; T, capacidade de
troca de cations; C org, carbono organico; V%, saturagdo por bases; P, fosforo.
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TABELA 5 - Fertilidade do solo arenoso utilizado para desenvolvimento de soja comparando os tratamentos de aplicacao de isolados fungicos.

Controle B. bassiana M. anisopliae P. chlamydosporia P. lilacinum T. asperellum
pH (H20)* 5.85+0.19a 5.75+0.17a 5.78+0.1a 5.65+0.13a 5.58+0.22a 5.83+0.21a
pH (CaCly) ** 5.35+0.06b 5.25+0.1b 5.3b 5.23+0.1b 5.13+0.1b 5.4+0.12a
H-+AI cmole dm™* 1.33+0.03b 1.43+0.15a 1.29+0.12b 1.29+0.08b 1.53+0.08a 1.34+0.05b
Ca cmolc dm™>* 1.13+£0.11a 0.98+0.06a 1.07+0.05a 1.09+£0.17a 1.04+0.13a 1.07+£0.17a
Mg cmolc dm™>* 0.22+0.01a 0.21£0.04a 0.24+0.01a 0.24+0.03a 0.22+0.01a 0.21£0.04a
K cmol; dm™* 0.08+0.01a 0.08+0.02a 0.08+0.01a 0.09+0.02a 0.08+0.03a 0.09+0.02a
T cmole dm™>* 2.7540.10a 2.69+0.17a 2.68+0.14a 2.71+0.21a 2.86+0.15a 2.65+0.11a
C org dag.dm™* 0.7£0.08a 0.83+0.13a 0.73+0.05a 0.78+0.05a 0.75+0.06a 0.65+0.1a
V %* 51.75+2.22a 47+£3.37b 52+2.16a 52.25+4.11a 46.25+3.77b 49.54+3.42b
P mg dm* 56.15t14.12a 46.18+14.63a 31.08+5.57a 50.1£9.73a 68.55+63.68a 37.23+7.92a

*M¢édias + (desvio padrao) (n = 4), dados paramétricos sendo realizado teste de Scott-Knott. ** Mediana + (amplitude interquartil) (n = 4), dados
nao paramétricos sendo realizado teste de Kruskal Wallis. Ambos os testes com nivel de significancia de 5% (p < 0.05), onde as letras minusculas
(destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. H+Al, acidez potencial; Ca, calcio; Mg, magnésio; K, potassio; T, capacidade de
troca de cations; C org, carbono organico; V%, saturagdo por bases; P, fosforo.
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TABELA 6 - Fertilidade do solo argiloso utilizado para desenvolvimento de soja. comparando os tratamentos de aplicagdo de isolados fingicos.

Controle B. bassiana M. anisopliae P. chlamydosporia P. lilacinum T. asperellum
pH (H20) 5.58+0.05a 5.54+0.18a 5.55+0.18a 5.63+0.1a 5.7+0.12a 5.73+£0.13a
pH (CaCl) 5.13+£0.05a 5.0540.1a 5.15+0.06a 5.18+0.13a 5.23+0.1a 5.3+0.08a
H+AI cmole dm’ 2.14+0.13a 2.12+0.18a 2.09+0.27a 2.17+0.2a 2+0.07a 1.97+0.18a
Ca cmolc dm™ 1.76+£0.11a 1.63+0.07a 1.8+0.08a 1.78+0.1a 1.79+£0.14a 1.96+0.12a
Mg cmol. dm™ 0.53+£0.07b 0.55+0.04b 0.56+0.03b 0.55+0.05b 0.56+0.04b 0.63+0.02a
K cmolc dm™ 0.15£0.01a 0.15+0.04a 0.13£0.01a 0.13£0.01a 0.15+0.02a 0.15+0.03a
T cmole dm™ 4.5940.15a 4.45+0.19a 4.57+0.15a 4.624+0.11a 4.49+0.2a 4.71+£0.16a
C org dag.dm™ 2.28+0.15a 1.9£0.14a 2.23+0.39a 2.13+£0.19a 2.2+0.14a 2.05+0.13a
V % 53.25+2.75a 52.5+2.38a 54.5+4.36a 53+3.56a 55.5+1.29a 58.25+2.63a
P mg dm™ 39.848.49a 26.28+4.9a 35.85+7.71a 40.2+13.89a 31.6+11.19a 32.43+£5.56a

Médias =+ (desvio padrao) (n = 4), dados paramétricos sendo realizado teste de Scott-Knott. Teste com nivel de significancia de 5% (p < 0.05), onde
as letras minusculas (destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. H+Al, acidez potencial; Ca, célcio; Mg, magnésio; K,
potassio; T, capacidade de troca de cations; C org, carbono organico; V%, saturacao por bases; P, fosforo.
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4.3. Carbono da biomassa microbiana

Milho Arenoso

Nao houve diferenga estatistica nas médias de teor de carbono da biomassa
microbiana entre os tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), sendo a média geral de

253,29 ug gl
Milho Argiloso

Nao houve diferenca estatistica no que se refere ao carbono da biomassa
microbiana entre os tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), sendo a média geral de

987,77 ng gl
Soja Arenoso

Nao houve diferenga estatistica no que se refere ao carbono da biomassa
microbiana entre os tratamentos (p<0,05; Kruskal Wallis), sendo a mediana das amostras

de 1121,09 ng g
Soja Argiloso

Nao houve diferenga estatistica no que se refere ao carbono da biomassa
microbiana entre os tratamentos (p<0,05; Kruskal Wallis), sendo a mediana das amostras

do ensaio de 1758,77 pg g’'.

4.4. Respiracio basal microbiana

Milho Arenoso

Nao foi identificado diferenca estatistica nas meédias da respiracdo basal
microbiana entre os tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), no qual a média geral foi

de 0,26 pgg'hl.
Milho Argiloso

Nao foi identificado diferenga estatistica no que se refere a respiragdo basal

microbiana entre os tratamentos (p<0,05; Kruskal Wallis), sendo a mediana geral de 0,28

ngg'h’.

Soja Arenoso
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Nao foi identificado diferenca estatistica potencial no que se refere a respiracdo
basal microbiana entre os tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), onde a média geral

foide 0,21 pg g'h.
Soja Argiloso

Nao foi identificado diferenca estatistica no que se refere a respiracdo basal
microbiana entre os tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), com uma média geral das

amostras do ensaio de 0,18 pg g hl.

4.5. Colonizacao de raizes por fungos micorrizicos arbusculares

Milho Arenoso

A colonizagao da raiz por FMA atingiu 32,5% no tratamento controle e variou de
48,6% a 56,2% nos tratamentos com aplicacdo de isolados fungicos (Figura 4A). A
colonizacdo da raiz por FMA foi significativamente maior em todos os tratamentos

inoculados em relacdo ao controle (p<0,05; teste de Scott-Knott).
Milho Argiloso

A colonizag¢ao da raiz por FMA atingiu 46,3% no tratamento controle e variou de
59,5% a 66,8% nos tratamentos com aplicacdo de isolados fungicos (Figura 4B). A
colonizagdo da raiz por FMA foi significativamente maior em todos os tratamentos

inoculados em relagdo ao controle (p<0,05; teste de Scott-Knott).
Soja Arenoso

A colonizag¢do da raiz por FMA atingiu 29,9% no tratamento controle e variou de
47,2% a 58,3% nos tratamentos com aplicacdo de isolados fungicos (Figura 4C). A
colonizacdo da raiz por FMA foi significativamente maior em todos os tratamentos

inoculados em relagdo ao controle (p<0,05; teste de Scott-Knott).
Soja Argiloso

A colonizagdo da raiz por FMA atingiu 33,6% no tratamento controle e variou de
60,8% a 68,9% nos tratamentos com aplicagdo de isolados fingicos (Figura 4D). A
colonizagdo da raiz por FMA foi significativamente maior em todos os tratamentos

inoculados em relagdo ao controle (p<0,05; teste de Scott-Knott).
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FIGURA 4 - Porcentagem do comprimento da raiz colonizada por fungos micorrizicos

arbusculares.
(A) Corn in Sandy Soil (B) Corn in Clayey Soil
100 100
a
a a
80 80 a

% root length
3
-
=
,_l_.
,_|_|
,_l_.
,_|_|
% root length
3
m
,_I_.
,_I_,
——
,_|_.

40 40

20 20
0 r L T T T T 1 0 r T T T T T 1
C Bea Met Poc Pur Tric C Bea Met Poc Pur Tric
(C) 1% soybean in Sandy Soil (D) 100 Soybean in Clayey Soil
a
80 a a a 80 a a a
a a
ey =
% 60 a + % 60 -
c c
S _I_ k5
+— -
5 i 5 b
~ 40 b ~ 40
X X
20 20
0 r T T T T T 1 O r L T T T T 1
C Bea Met Poc Pur Tric C Bea Met Poc Pur Tric

Porcentagem do comprimento da raiz colonizada por fungos micorrizicos arbusculares,
segundo o método de Giovannetti e Mosse (1980).C — controle, Bea — Beauveria
bassiana, Met — Metarhizium anisopliae, Poc — Pochonia chlamydosporia, Pur —
Purpureocillium lilacinum, Tric — Trichoderma asperellum. Letras minusculas diferentes
indicam diferencas entre os tratamentos (teste de Kruskal Wallis, p < 0.05). Barras de
erro representam o desvio padrdo (n = 4).
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4.6. Atividade enzimatica

Milho Arenoso

O milho sobre solo arenoso apresentou diferenca estatistica na atividade
enzimatica para a enzima fosfatase com valores menores para o tratamento com o isolado

fangico P.lilacinum. (p<0,05; Kruskal Wallis) (Figura 5).
Milho Argiloso

Nao foi apresentado diferenga estatistica na atividade enzimatica entre os
tratamentos, onde a média geral foi de 44,47 pg g’! para B -glicosidae (p<0,05; teste de
Scott-Knott); 479,2 ng g! para Fosfatase (p<0,05; teste de Scott-Knott); 90,55 ug g’
para FDA (p<0,05; teste de Scott-Knott); e mediana (p<0,05; Kruskal Wallis) de 49,3 pg
g para Arilsulfatase (Figura 6).

Soja Arenoso

Nao foi apresentado diferenca estatistica na atividade enzimatica entre os
tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), onde a média geral foi de 15,99 pg ¢! para B
-glicosidade; 23,63 ng g! para Fosfatase; 74,74 pg g para FDA; e 18,45 ug g para
Arilsulfatase (Figura 7).

Soja Argiloso

A atividade enzimatica da FDA na soja sob solo argiloso foi maior no tratamento
com aplicacao de 7. asperellum (p<0,05; teste de Scott-Knott), seguido pelo tratamento
com P. chlamydosporia, sendo maiores que os demais tratamentos (p<0,05; teste de

Scott-Knott) (Figura 8).
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FIGURA 5 - Atividade enzimatica em solo arenoso sob milho cultivado em casa de

vegetacdo submetido a aplicagdes de fungos
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Barras de erros representam o desvio padrdo e *amplitude interquartil (n = 6). A —
arilsulfatase; B — hidrolise de FDA; C — fosfatase acida; D — B-glicosidase. C — controle,
Bea — Beauveria bassiana, Met — Metarhizium anisopliae, Poc — Pochonia
chlamydosporia, Pur — Purpureocillium lilacinum, Tric — Trichoderma asperellum.
Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre os tratamentos (teste Scott-Knott,
p <0.05) (*teste de Kruskal Wallis, p < 0.05).
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FIGURA 6 - Atividade enzimatica em solo argiloso sob milho cultivado em casa de

vegetacao submetido a aplicagdes de fungos.

(A) Arilsulfatase (B) FDA hydrolysis
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Barras de erros representam o desvio padrdo e *amplitude interquartil (n = 6). A —
arilsulfatase; B — hidrolise de FDA; C — Fosfatase acida; D — B-glicosidase. C — controle,
Bea — Beauveria bassiana, Met — Metarhizium anisopliae, Poc — Pochonia
chlamydosporia, Pur — Purpureocillium lilacinum, Tric — Trichoderma asperellum.
Letras mintsculas diferentes indicam diferencas entre os tratamentos (teste Scott-Knott,
p <0.05) (*teste de Kruskal Wallis, p < 0.05).
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FIGURA 7 - Atividade enzimatica em solo arenoso sob soja cultivado em casa de

vegetacdo submetido a aplicagdes de fungos.

(A) Arilsulfatase (B) FDA hydrolysis
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Barras de erros representam o desvio padrdao (n = 6). A —arilsulfatase; B — hidrolise de
FDA; C — Fosfatase acida; D — B-glicosidase. C — controle, Bea — Beauveria bassiana,
Met — Metarhizium anisopliae, Poc — Pochonia chlamydosporia, Pur — Purpureocillium
lilacinum, Tric — Trichoderma asperellum. Letras mintsculas diferentes indicam

diferengas entre os tratamentos (teste Scott-Knott, p < 0.05) (*teste de Kruskal Wallis,
p <0.05).
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FIGURA 8 - Atividade enzimatica em solo argiloso sob soja cultivado em casa de

vegetacdo submetido a aplicagdes de fungos.

(A) Arilsulfatase (B) FDA hydrolysis
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Barras de erros representam o desvio padrdo e *amplitude interquartil. A —arilsulfatase;
B — hidrolise de FDA; C — Fosfatase acida; D — B-glicosidase. C — controle, Bea —
Beauveria bassiana, Met — Metarhizium anisopliae, Poc — Pochonia chlamydosporia, Pur
— Purpureocillium lilacinum, Tric — Trichoderma asperellum. Letras mintsculas

diferentes indicam diferencas entre os tratamentos  (teste Scott-Knott, p < 0.05) (*teste
de Kruskal Wallis, p < 0.05).
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5. DISCUSSAO

A hipotese de que a aplicacao dos fungos resultaria no aumento da colonizacao de
raizes por fungos micorrizicos arbusculares foi confirmada para as duas culturas, nos dois
solos. Por outro lado, atributos da fertilidade, atividade bioldgica, biomassa microbiana e
respiracdo do solo apresentaram respostas em alguns tratamentos, mas nenhuma dessas
variaveis foi significativamente alterada de forma consistente nos dois solos sob as duas

culturas

5.1. Colonizacao Micorrizica Arbuscular

A taxa de colonizagdo micorrizica arbuscular mede a extensdo das raizes
colonizadas por fungos que tem seu ciclo de vida, incluindo grande extensdo de micélio
e produc¢do de propagulos, no solo (SMITH, READ, 2010). Portanto, considerando que ¢é
uma caracteristica que ¢ presente e dependente das condi¢des desse ambiente, a
coloniza¢do micorrizica ¢ um atributo da biologia do solo que foi estimulada pelos
tratamentos fungicos aplicados.

A micorriza arbuscular é formada por fungos do solo do filo Glomeromycota que
crescem dentro das raizes e no solo, aumentando o volume de recursos explorados pela
planta hospedeira, principalmente P e 4gua (CHOI ef al., 2018; KIRTACHEK et al., 2009;
SMITH, READ, 2008). Esses fungos micorrizicos arbusculares (FMA) agem para
aumentar absorcao de nutrientes, notadamente P e N, e d4gua, melhorando o estado geral
das plantas. As hifas dos FMA também conectam raizes de plantas diferentes,
possibilitando troca de nutrientes e de sinais moleculares (OELMULLER, 2019; SONG
et al., 2010). Além disso, as hifas do solo sdo um dos principais agentes para agregacao
do solo e se constituem em importante estoque de carbono (MORRIS et al., 2019;
WILSON et al., 2009). Por essas razdes, a micorriza arbuscular ¢ considerada um dos
mais importantes atributos da biologia do solo (SMITH, SMITH, 2011).

A colonizagdo micorrizica arbuscular estimulada pelos cinco fungos aplicados
tem implicagdes para a absor¢ao de nutrientes, para o maior vigor e crescimento vegetal.
E provével que dentre o intervalo possivel de comprimento de raiz colonizado (de 0 a
100%), haja um crescente nos beneficios para a planta até atingir um platd e, entdo, uma
diminui¢do dos efeitos para a planta (GANGE; AYRES 1999).

Em uma meta-andlise de experimentos de laboratério e de campo em que a

coloniza¢do micorrizica foi diretamente alterada em compara¢do com controles nio
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tratados, Treseder (2013) indica que & medida que a colonizacdo micorrizica por FMA
aumenta, o crescimento vegetal e a absor¢do de P frequentemente aumentam, apesar da
variabilidade consideravel entre os experimentos. O mecanismo sugerido pelo autor para
esse fendmeno ¢ o aumento da transferéncia de P e outros nutrientes pelas estruturas
micorrizicas mais prevalentes nas raizes mais colonizadas (TRESEDER, 2013). Além
disso, Hart e Reader (2002) avaliaram o efeito de FMA pertencentes a diferentes familias
sobre o crescimento vegetal, e mostraram que os resultados suportam a hipdtese de que a
maior quantidade de micélio interno as raizes confere maior beneficio a planta hospedeira
porque em 75% dos hospedeiros, a familia com maior coloniza¢do (Glomaceae)
apresentaram os maiores efeitos na biomassa vegetal.

Os mesmos isolados fungicos desse trabalho, aplicados tanto em consorcio como
isolados em feijoeiro (Phaseolus vulgaris) resultou em condicionamento biologico do
solo pelo aumento da colonizagcdo micorrizica arbuscular, e quimicamente pela maior
disponibilidade de magnésio no solo (ALVES et al., 2021). Além disso, a aplicacdo do
consorcio dos mesmos 5 fungos mostrou aumento no crescimento de raizes de soja e
milho e aumento na colonizagdo micorrizica arbuscular em cana-de-agucar (FARIAS et
al., 2018).

Além disso, trabalhos com aplicacdo combinada de FMA e Trichoderma
mostraram efeitos positivos nos parametros nutricionais em espécies de plantas como
meldo, pepino, tomate e caléndula, além de produzir um aumento significativo nas taxas
de colonizacdo do Trichoderma e beneficiar a ocupagdo de FMA em raizes de
Brasicaceae (POVEDA et al., 2019).

Em outro exemplo, plantas de Medicago truncatula colonizadas apresentaram
maior biomassa e P total absorvido em relagdo em relacdo a plantas ndo micorrizadas
(THONAR et al.,, 2011). Embora ndo houve correlacdo determinada, a maior colonizacao
micorrizica por Glomus intraradices (85% do comprimento de raizes) resultou em maior
absor¢ao de P por Medicago truncatula quando comparada a colonizagdo por Glomus
claroideum (41% do comprimento de raizes) e Gigaspora margarita (54% do
comprimento de raizes) (THONAR et al, 2011), indicando uma relacdo entre
comprimento de raizes colonizadas e beneficios ao vegetal.

Outro efeito da colonizacao micorrizica foi observado quanto a resisténcia da
planta contra o ataque de pragas. A colonizagdo de raizes de tomateiro por Funneliformis
mosseae resultou em uma reprograma¢do metabdlica do vegetal sob herbivoria de

Spodoptera exigua, que levou a um acumulo estimulado de compostos de defesa
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(RIVERO et al., 2021). Além disso, a maior colonizagdo dentro das raizes também tem o
possivel beneficio de aumentar a abundancia de micélio FMA no solo, o que pode resultar
em maior poder de infecgdo de culturas subsequentes (BARCELO et al., 2020).

O aumento da colonizagao de fungos micorrizicos arbusculares pode ter relagao
com a regulacdo e sintese de fitormdnios pelos fungos ou pelas plantas, uma vez que
fitormdnios regulatorios como acido jasmonico (AJ), etileno (ET) e acido salicilico (AS),
exercem uma fungdo essencial durante o processo de colonizacdo dos FMA na raiz
(GUTJAHR et al., 2015; LIU et al., 2018; POVEDA et al., 2019). O AS possui a
capacidade de induzir resisténcia sistémica adquirida a diferentes patdogenos em plantas,
coordenando a defesa da planta contra patégenos biotroficos, onde trabalhos anteriores
apontam um aumento de curta duracdo nos niveis de AS durante os estagios iniciais da
colonizagdo por MA , afetando a taxa de colonizacio (POVEDA et al., 2019;
QUIROGA et al., 2018).

Visto que os FPCV estdo relacionados com reguladores que deprimem (AS) ou
estimulam (ABA e AJ) a colonizagdo micorrizica, € possivel que esses fungos atuem no
ajuste para um balango de fitohormonios que acabe por favorecer a colonizagdo
micorrizica (KHAN ez al., 2015; NAIR et al., 2015; TAKEDA et al., 2014; SCHMIDT et
al., 2017). O trabalho realizado por Ruiz-Lozano et al. (2015) mostrou que a relagdo
simbiotica alterou os perfis hormonais de culturas de tomate e alface, reduzindo os efeitos
negativos do estresse hidrico, além de evidenciar comportamento diferenciado do ABA
dependendo da auséncia ou presenga da simbiose MA. Entretanto, poucos trabalhos
buscaram compreender quais os mecanismos diretos que levam ao estimulo a colonizac¢ao
micorrizica pela utilizacdo dos cinco isolados fingicos aplicados no solo, tendo apenas
até o momento os trabalhos de Farias et al. (2018), Alves et al. (2021), e de Poveda et al
(2019) para Trichoderma.

Portanto, em razao da fun¢do da colonizagdo micorrizica para a absor¢do de
nutrientes, o crescimento € a defesa vegetal, a maior colonizagdo micorrizica arbuscular
representa melhora das condi¢des biologicas no solo quando se aplicam os isolados de
Beauveria  bassiana,  Metarhizium  anisopliae,  Pochonia  chlamydosporia,

Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum.
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5.2. Crescimento vegetal

Nao foram identificadas diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos
para o parametro crescimento vegetal nos ensaios realizados. O trabalho realizado por
Baron et al. (2020) nao observou diferengas significativas no crescimento vegetal em
feijoeiro nos tratamentos que receberam o isolado fungico Purpureocillium lilacinum.
Nos experimentos realizados por Tefera ez al. (2009) com a inoculagdo de B. bassiana em
sorgo nao foram observados diferengas significativas no crescimento vegetal.

Em contrapartida, o trabalho realizado por Alves et al. (2021) com feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) mostrou aumento da massa seca da raiz com a aplicacdo de B.
bassiana, T. asperellum, M. anisopliae ¢ P. chlamydosporia, e do peso seco da parte aérea
com aplicagdo de P. lilacinum. Moreno-Salazar et al. (2020) notou um aumento tanto no
peso seco como no peso fresco da parte aérea de Capsicum chinense com aplicacdo de
conidios de Purpureocillium lilacinum. A inoculagdo de P. chlamydosporia no trabalho
de Macia-Vicente et al. (2009) apontou um efeito de promogao do crescimento do broto,
na parte aérea e no peso da massa fresca das raizes na cevada. Canassa et al. (2019)
observou aumento significativo nos valores médios de massa fresca e seca de raizes e
parte aérea em todas as plantas de feijoeiro tratadas com fungo B. bassiana. O trabalho
realizado por Singh et al. (2016) demonstrou aumento significativo no crescimento
vegetal de pimenta, tomate, berinjela, quiabo, cabaca e guar com a inoculacao de T.
asperellum. A inoculagdo de Metarhizium anisopliae em soja na pesquisa de Khan et

al. (2011) apresentou efeito de crescimento significativo da parte aérea da planta.

5.3. Fertilidade do solo

Nos ensaios com solo arenoso foi verificado aumento no pH do solo em CaCl;
com aplicacao do isolado fungico P. lilacinum no milho e T. asperellum na soja. O fato
de esse efeito ser apenas no solo arenoso pode ser devido ao fato que os solos arenosos
apresentam capacidade tampao menor se comparados aos solos argilosos, ou seja,
possuem menor resisténcia de alteracdo de pH (CENTENO et al., 2017). Por outro lado,
sd0 escassas as pesquisas que mostram efeito da aplicacao desses 5 fungos sobre o pH do
solo. Um exemplo € o trabalho realizado por Su et al. (2017), que de forma contraria ao
presente estudo mostrou que a inoculagdo no solo com clamidosporos de 7. asperellum
foi responsavel pela diminui¢do do pH em Cambissolos e Argissolos. No inicio dos

experimentos de Hérnandez et al. (2016), o pH do solo natural e o autoclavado era forte
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e moderadamente acido, respectivamente, sendo observado ao final do estudo uma
tendéncia de aumento em todos os tratamentos, sem apresentar diferengas significativas,
devido a aplicagao de P. lilacinum.

No ensaio soja em solo argiloso a concentracdo de magnésio no solo foi mais
elevada no tratamento com o 7. asperellum. O trabalho de Alves et al. (2021) mostrou o
aumento da concentragdo de magnésio no solo argiloso sob feijoeiro para todos os
mesmos isolados flngicos avaliados nesse estudo.

A utilizagao dos isolados fungicos B. bassiana e P. chlamydosporia no ensaio de
milho em solo arenoso apresentou uma redugio na concentragdo de fosforo no solo. E
possivel que mais P tenha sido absorvido pelas plantas sob esses tratamentos; no entanto,
os dados de absor¢ao de nutrientes ndo demonstram isso (dados nao mostrados).
Contrariamente, Tacuri (2014) verificou aumento na concentracio de nutrientes no solo,
como o fosforo, com a aplicagdo de microrganismos, entre eles o B. bassiana.

O milho em solo argiloso apresentou aumento na acidez potencial e redugdo na
saturacdo por bases nos tratamentos com B. bassiana, M. anisopliae e T. asperellum. O
ensaio de soja em solo arenoso apresentou aumento da acidez potencial com a utilizagao
de B. bassiana ¢ P. lilacinum. enquanto a saturagdo por bases foi reduzida por esses
mesmos isolados fungicos. Esse efeito pode vir da producao de acidos organicos por esses
fungos, como o 4cido citrico que pode ser produzido pelo fungo 7. asperellum (AL-
ASKAR et al., 2021), além de terem sido identificados cristais de oxalato em cadaveres
de insetos infectados por fungos, incluindo B. bassiana (MOINO JUNIOR et al., 2002).
Nesse contexto, pelo melhor que sabemos, ndo ha muitos estudos publicados

demonstrando a influéncia desses isolados fungicos aqui avaliados na fertilidade do solo.

5.4. Carbono da biomassa microbiana e Respiracio basal do solo

A inoculagdo dos isolados fungicos ndo afetou o CBM nem a respiragao basal em
quaisquer dos solos sob soja e milho, provavelmente pelo fato de os tratamentos nao
afetarem a concentragdo de carbono orgéanico no solo. Por outro lado, outros estudos
demonstram efeitos sobre o CBM. O trabalho realizado por Moraes et al. (2018) mostrou
aumento na biomassa microbiana de solos arenosos cultivados com alface com a
inoculacdo de Trichoderma sp. Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de produtos
bioldgicos a base de, entre eles, T. asperellum e P. lilacinum, combinado com fertiliza¢ao
biologica para o controle de P. brachyurus na cultura da soja, Oliveira et al. (2019)

observou que todos os tratamentos elevaram o CBM do solo aos 120 dias apds a
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semeadura. Alves et al. (2021) mostrou em seu estudo com feijoeiro comum em solo
argiloso que a respiracdo basal foi maior no tratamento com o consorcio dos mesmos
cinco isolados fungicos desse trabalho e quando combinados 7. asperellum /P. lilacinum,
além disso nenhum dos seus tratamentos apresentou diferenca estatistica significativa

para o CBM.

5.5. Atividade enzimatica

As aplicagdes dos isolados fingicos ndo resultaram em alteragdes consistentes das
atividades enzimaticas quando se mudam o tipo de solo e a cultura ao longo dos 4 ensaios
A atividade de fosfatase no solo foi menor no tratamento com o isolado flingico
P.lilacinum no ensaio de milho sobre solo arenoso. Segundo os resultados observados por
Gatiboni et al. (2008) ¢ Raghothama et al. (2005), quanto maior a concentragdo de P
solavel no solo, menor ¢ a atividade da enzima fosfatase acida, sendo a mesma liberada
pelas plantas e microrganismos quando apresentada pouca disponibilidade de P solavel
no solo.

No ensaio de soja sobre solo argiloso a hidroélise do FDA no solo aumentou nos
tratamentos que foram aplicados os isolados fingicos T. asperellum e P. lillacinum,
significando um aumento na atividade microbiana do solo. O FDA ¢ frequentemente
utilizado para medir a atividade microbiana do solo, podendo ser hidrolisado por diversas
enzimas, como esterases, lipases e proteases, liberados por microrganismos para produzir
fluoresceina (SCHNURER, ROSSWALL, 1982; SCHUMACHER et al., 2015). O
trabalho de Alves ef al. (2021) verificou esse mesmo resultado para os tratamentos com
B. bassiana/M. anisopliae e com o consorcio dos mesmos cincos fungos desse estudo. O
aumento da atividade microbiana pode ser o resultado do estimulo da atividade
microbiana na rizosfera. A inocula¢do de 7. asperellum no trabalho de Zhang et
al. (2020) reduziu a diversidade fungica, aumentou a diversidade bacteriana e elevou a

abundancia relativa de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo de qualquer um dos fungos condiciona maior colonizagdo de raizes
por fungos micorrizicos arbusculares, tanto em soja como em milho crescendo sobre solo

argiloso e arenoso.
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Os parametros de fertilidade e atividade enzimatica do solo apresentaram
alteragdes em variaveis em determinados tratamentos, nao sendo consistentes nos dois
solos e duas culturas, mas indicando efeitos de interagdo solo-planta-microrganismo
especificas. As variaveis de fertilidade alteradas foram pH sob aplicagdo de P. lilacinum
em milho e 7. asperellum na soja sobre solo arenoso, acidez potencial sob aplicacdo de
B. bassiana, M. anisopliae e T. asperellum em milho sobre solo argiloso e B. bassiana e
P. lillacinum em soja sobre solo arenoso, concentragdo de magnésio sob aplicagdo de 7.
asperellum em soja sobre solo argiloso, saturacao por bases sob aplicacao de B. bassiana,
M. anisopliae e T. asperellum em milho sobre solo argiloso e B. bassiana, P. lillacinum
e T. asperellum soja sobre solo arenoso. As atividades enzimaticas alteradas foram a
menor atividade de fosfatases sob aplicacdo de P. lilacinum em milho sobre solo arenoso,
e maior hidrolise de FDA sob aplicagdo de 7. asperellum e P. lillacinum em soja sobre
solo argiloso.

A respirag@o basal microbiana, carbono da biomassa microbiana e crescimento
vegetal ndo foram influenciados pelos isolados fingicos.

Os cinco fungos aplicados tém efeito benéfico para o condicionamento biologico
do solo por estimular a coloniza¢ao micorrizica arbuscular de forma consistente: em duas
culturas (soja e milho) e em dois solos diferentes (Latossolo Vermelho distréfico tipico
argiloso e Latossolo Amarelo distréfico tipico arenoso). Considerando os reconhecidos
efeitos da micorriza arbuscular, as implicagdes do estimulo da colonizagdo radicular a
médio e longo prazo ¢ a melhoria da eficiéncia de absor¢do de nutrientes e agua, da

agregacao do solo e, possivelmente, a produtividade vegetal.
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