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“Na natureza, o papel dos infinitamente
pequenos ¢ infinitamente grande”

(Louis Pasteur)



RESUMO

A diversidade de metais pesados usados pelo ser humano tem crescido desde a
revolugdo industrial, concomitantemente os casos de contaminagdo. Apesar de alguns
metais serem essenciais em concentracdes adequadas, em excesso podem dificultar o
crescimento e sobrevivéncia dos seres vivos, incluindo a fauna, flora e a microbiota.
Poluigao por Cr, Cu, Mn, Zn pode afetar o solo, 4gua, ar e a cadeia alimentar, com danos
ao funcionamento do ecossistema e potencialmente a satide publica. Uma das formas de
descontaminagdo desses metais ¢ a fitorremediagdo, que consiste no uso de plantas
tolerantes para reduzir a poluicdo do solo. Um dos modos de aumentar a eficiéncia da
fitorremediacdo ¢ a aplicacdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal.
Além disso, a grande diversidade vegetal no Brasil ainda ¢ pouco explorada para busca
de possiveis plantas biorremediadoras. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
fitorremediacdo de Cr, Cu, Mn e Zn no solo por meio do crescimento de Arachis pintoi
sob aplicacdo do fungo endofitico Trichoderma atroviride como promotor do crescimento
vegetal. Foram estabelecidos trés tratamentos: (1) solo ndo contaminado com crescimento
de A. pintoi; (2) solo contaminado com crescimento de amendoim forrageiro; e (3) solo
contaminado com crescimento de A. pintoi e aplicagdo de T. atroviride. O experimento
foi montado em vasos, em casa de vegetagao com delineamento inteiramente casualizado
com seis repeticdes. Apds crescimento vegetal, o desenvolvimento do A. pintoi foi
analisado e constatou-se que a aplicacdo de 7. atroviride contornou a situacdo de
contaminag¢ado do solo por Cr, Cu, Mn e Zn e promoveu o crescimento vegetal ao ponto
de ser similar as plantas em solo ndo contaminado. Por outro lado, a massa seca das raizes
ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Sendo assim, houve um
efeito promissor quanto a sua utilizagdo para promover o crescimento do amendoim

forrageiro em solos contaminados por metais pesados.

Palavras — Chave: Biorremediacdo, fitorremediacdo, Arachis pintoi, elementos traco,

endofitico



ABSTRACT

The diversity of heavy metals used by humans has increased since the industrial
revolution, concomitantly with cases of contamination. Although some metals are
essential in adequate concentrations, in excess they can hinder the growth and survival of
living beings, including fauna, flora, and microbiota. Pollution by Cr, Cu, Mn, and Zn
can affect soil, water, air, and the food chain, with damage to ecosystem functioning and
potentially to public health. One of the ways to decontaminate these metals is
phytoremediation, which consists of using tolerant plants to reduce soil pollution. One of
the ways to increase the efficiency of phytoremediation is the application of plant growth-
promoting microorganisms. In addition, the great plant diversity in Brazil is still little
explored in the search for possible bioremediation plants. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the phytoremediation of Cr, Cu, Mn, and Zn in the soil through the
growth of Arachis pintoi under the application of the endophytic fungus Trichoderma
atroviride as a plant growth promoter. Three treatments were established: (1) soil not
contaminated with A. pintoi growth; (2) soil contaminated with forage peanut growth;
and (3) soil contaminated with the growth of A. pintoi and application of 7. atroviride.
The experiment was set up in vases, in a greenhouse with a completely randomized design
with six replications. After plant growth, the development of A. pintoi was analyzed and
it was found that the application of T. atroviride circumvented the situation of soil
contamination by Cr, Cu, Mn and Zn and promoted plant growth to the point of being
similar to plants in uncontaminated soil. However, the dry mass of the roots did not show
significant differences between treatments. Thus, there was a promising effect regarding
its use to promote the growth of forage peanuts in soils contaminated by heavy metals.
Keywords: Bioremediation, phytoremediation, Arachis pintoi, trace elements,

endophytic,
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1 INTRODUCAO GERAL

Os metais pesados, também chamados elementos trago sdo elementos quimicos,
geralmente, com ocorréncia em baixas concentragdes no ambiente natural. Alguns, como
Cu, Mn, Fe, Ni e Zn, sdo essenciais para seres vivos, exercendo fungdes fisiologicas
(CHAVES et al., 2008). No entanto, quando em excesso, as concentragdes provocam
desarranjo funcional das células, causando morte ou inibicdo do metabolismo dos
individuos. Isso altera as comunidades de animais, plantas € microrganismos, afetando
funcdes do ecossistema e gerando riscos de prejuizo a qualidade da 4gua e a satde publica

(CARNEIRO et al., 2001; SU, 2014; KHALID et al., 2017; SUN et al., 2019).

No solo, a ocorréncia de metais depende do material de origem, do processo de
formagao do solo e das deposi¢des atmosféricas (SPOSITO, 2008). Por outro lado, as
contaminagdes do solo, isto é, o aumento da concentracao de metais acima do natural,
ocorrem devido as atividades humanas, como mineragdo, galvanoplastia, aplicacdes
recorrentes de pesticidas e fertilizantes, trafego de automoveis, esgotos e residuos de
animais (WUANA e OKIEIMEN, 2011). Uma vez que o emprego de metais tem
expandido desde a revolucao industrial devido ao continuo desenvolvimento tecnologico,
coincidentemente, casos de contaminagdes relatados sdo crescentes no mundo
(WIEDMANN et al., 2015; KHALID et al., 2017). Portanto, faz-se necessario encontrar
solucdes para o tratamento dos solos contaminados com metais pesados, em processos de
diminui¢do da concentracdo, da toxidez, da biodisponibilidade e mobilidade
(CATROGA, 2009; KHALID et al., 2017). Esses processos sdo chamados de remediacao

de areas contaminadas.

Ha diversas técnicas para remediar elementos traco dos solos, como a oxidagado
ou reduc¢do do contaminante, lixiviagdo, precipitagdo, incineracao, adsor¢ao e retirada via
organismos vivos (KHALID et al., 2017; FARIAS et al., 2020). O emprego de seres vivos
ou seus processos para descontaminacao recebe o nome de biorremediagdo. As maiores
vantagens da biorremediagdo sdo o menor custo e a incorporacdo do processo de
descontaminagdo nos ciclos naturais de energia e matéria (THAKUR et al., 2016; YANG,
2018; ASHRAF et al., 2019). Dentre as estratégias de biorremediagao, a fitorremediagao
tem potencial de descontaminar uma ampla gama de contaminantes e ambientes pelo uso

de plantas.
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Assim, a fitorremediacdo ¢ uma das estratégias para se remediar solos
contaminados com metais, por meio do crescimento de plantas capazes de remover,
concentrar, imobilizar, volatilizar ou diminuir a toxidez no solo e na 4gua (THAKUR et
al.,2016; YANG, 2018; ASHRAF etal., 2019; SILVA et al., 2019; FARIAS et al., 2020).
Quando ha absorcdo, translocacdo e acumulo do metal na sua parte aérea, ha a
oportunidade de se colher o vegetal e, consequentemente, retirar os metais para destinagao
adequada (SOUZA et al., 2010). Essa tecnologia oferece diversas vantagens, como, o
baixo custo, possibilidade de aplicacdo em areas extensas e, em muitos casos, ser
realizado in situ, isto €, na propria area contaminada, evitando o transporte do material
poluido (THAKUR et al., 2016; YANG, 2018; ASHRAF etal., 2019). Dessa forma, evita-
se contaminagdes secundarias, além de viabilizar a revegetacdo dessas areas, auxiliando
na protecao do solo contra erosdes eolicas e hidricas, a0 mesmo tempo contribuindo com

a melhora da beleza cénica da area contaminada (TAVARES et al., 2013).

Para aplicar a fitorremediagdo, ¢ necessario selecionar plantas adequadas as
condigdes estressantes da contaminagdo ¢ adaptadas ao clima e solo do local. Dada a
grande diversidade vegetal do Brasil, as espécies nativas constituem em uma importante
fonte para selecionar plantas com potencial de remedia¢ao de metais (ANDRADE et al.,
2018). Os estudos para se encontrar espécies nativas fitorremediadoras também se
justifica pelo fato de que o maior nimero de opgdes de plantas reflete em maior
probabilidade de se aplicar descontaminagdes eficientes de metais em diferentes
situagdes. Dito isso, uma espécie nativa com facilidade de obtencdao de propagulos e
cultivo € o amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory), que ¢ uma
leguminosa rasteira (hébito estolonifero), nativa do cerrado, sendo comum o cultivo como
forragem e na jardinagem. Por fazer associagdo simbidtica com bactérias fixadores de
nitrogénio atmosférico do tipo rizobio, suporta condi¢des com baixa disponibilidade de

N e em solos acidos (SILVA, 2004).

Uma das formas de aumentar a eficiéncia da biorremediacdo € com o uso de
microrganismos promotores de crescimento vegetal, como os fungos do género
Trichoderma (FARIAS et al., 2020; ALVES et al., 2021). A aplicagdao desses fungos
melhora o crescimento das raizes, estimula a associacdo simbidtica mutualista com
fungos micorrizicos arbusculares e, portanto, melhora o acesso das raizes aos nutrientes
e metais no solo (FARIAS et al., 2018; FARIAS et al., 2020; ALVES et al., 2021). A

espécie Trichoderma atroviride ¢ um fungo endofitico (isto €, coloniza os tecidos
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vegetais), com potencial de promover o crescimento vegetal e, portanto, melhorar a

fitorremediagao.

Dessa forma, ¢ importante estudar os efeitos da aplicacdo do fungo Trichoderma
atroviride na melhora da fitorremediagdo de metais pesados por plantas de amendoim

forrageiro, visando o desenvolvimento de estratégias de descontaminacdo mais eficientes.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SOLO

A formagao do solo ocorre a partir dos resultados de adigdes, perdas, translocagdes
e transformagdes de energia e matéria, que ocorrem ao longo do tempo sob influéncia dos
fatores clima, relevo, organismos e material de origem. O desempenho desses fatores
promove a desagregacao e alteragdo do material de origem em um processo denominado
intemperismo, formando diferentes tipos de solos com diferentes caracteristicas,

organizados em camadas e/ou horizontes que se diferem do material de origem inicial

(DOS SANTOS et al., 2018).

Compdem uma base fundamental para a biosfera terrestre e colabora, em um
sistema complexo e interativo, para a saide do ecossistema. Ou seja, ¢ capaz de purificar
e regular a 4gua, ¢ motor dos ciclos de nutrientes € um imenso reservatorio de genes e
espécies, funcionando como um suporte a biodiversidade. E também um sumidouro de
carbono global, atuando um papel importante na redugdo das alteragdes climaticas e dos
seus impactos. E ainda, constitui a base para 90% de toda a produg¢do de alimentos, racdes,
fibras e combustiveis, fornecendo matéria-prima para atividades que vao da horticultura
ao setor de constru¢do. Sendo assim, sua preservacdo ¢ de imensa importdncia nao
somente a niveis locais e regionais, mas também, mundial. Ademais, conserva vestigios
do nosso passado, prestando-se ndo somente para as fung¢des produtivas, mas também
como um importante componente do nosso patriménio cultural (RIBEIRO et al., 2013;

European Environment Agency [EEA], 2019).

2.2 METAIS PESADOS
Os metais pesados estao integrados no solo como parte do material de origem
(minerais primarios e/ou secundarios), precipitados com outros elementos, adsorvidos,

dissolvidos na soluc¢do do solo ou incorporados em microrganismos, plantas ou animais

(OLIVEIRA e COSTA, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2015). Suas interagdes com a fase
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solida sdao muito complexas, pois, envolvem reagdes de adsor¢do/dessorgao,
precipitacdo/dissolugdo, complexagdo e oxirreducgdo, tanto com a fase inorgénica quanto
com a organica (AMARAL SOBRINHO et al., 1998; OLIVEIRA ¢ COSTA, 2004; DE
OLIVEIRA et al., 2015).

O grau de mobilidade, atividade e biodisponibilidade desses compostos dependem
de diversos fatores, como: pH, temperatura, potencial redox, CTC, competicio com
outros metais, ligacdo com anions ¢ a composi¢ao e forga idnica da solugdo do solo
(OLIVEIRA e COSTA, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2015). Em tese, estudos t€ém
indicado que os metais pesados Pb, Cr e Cu apresentam, baixa mobilidade, acumulando
nas camadas superficiais do solo, enquanto Zn, Mn, Ni e Cd s3o, comparativamente, mais

moveis (OLIVEIRA e COSTA, 2004).

Também chamados elementos trago, os metais pesados sdo substincias que estao
presentes no ambiente de modo natural exercendo diversas fungdes fisioldgicas nos seres
vivos, sendo assim, essenciais em concentragdoes adequadas, como Cu, Mn, Fe, Ni e Zn
(CHAVES et al., 2008). Em razao da industrializacdo e rapido crescimento populacional,
a producao de rejeitos antropicos, biossolidos e agroquimicos, tém aumentado o risco de
poluicdo do solo trazendo grande preocupacdo ambiental (DE MELO et al., 2008;
ALEXANDRE et al., 2012). Pois, quando em excesso, as concentragdes desses elementos
provocam inibigdes do crescimento das plantas e alteracdes nas comunidades vegetais,
bem como geram efeitos adversos nos microrganismos do solo, afetando fungdes do
ecossistema com danos que vao desde ao meio ambiente a satde publica (CARNEIRO et

al., 2001; AMADO e CHAVES FILHO, 2015; KHALID et al., 2017; SUN et al., 2019).

2.3 CONTAMINACAO DO SOLO POR METAIS PESADOS

A contaminag¢do de solos por metais pesados representa uma preocupagao global
por sua alta e complexa desordem no equilibrio ecoldgico. Bem como, pela representativa
perda economica e prejuizos a saude humana (MAO et al., 2015; CARDOSO, 2020). Sua
causa se atribui devido ao aumento da concentracdo de metais acima do natural, que
ocorrem em resposta as atividades antropicas, como mineragdo, galvanoplastia,
aplicagdes recorrentes de pesticidas e fertilizantes, trafego de automoveis, esgotos e
residuos de animais (WUANA e OKIEIMEN, 2011; MAO et al., 2015; CARDOSO,
2020; FARIAS et al., 2020). Visto que o uso de metais tem expandido desde a revolugdo

industrial, devido ao continuo desenvolvimento tecnologico, a0 mesmo tempo que casos
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de contaminagdes sdo relatados e crescentes no mundo (WIEDMANN et al., 2015;

KHALID et al., 2017; CARDOSO, 2020; FARIAS et al., 2020).

Uma érea ¢ dita contaminada quando as concentragdes do elemento envolvido
estiverem acima de um limite estabelecido, sinalizando risco ndo somente sobre a satide
humana, mas também para qualquer atividade biologica existente no sistema (AMADO
e CHAVES FILHO, 2015; CARDOSO, 2020). No Brasil, os valores de referéncia para
investigar os teores de metal pesado e de outras substancias quimicas em solos
contaminados em decorréncia de atividades antropicas, sdo estabelecidos pela Resolugao
CONAMA N° 420, de 28 de dezembro de 2009, auxiliando na avaliacdo ¢ criagdo de
indicadores que controlem e zelem das areas expostas a metais, tal como, dos seres vivos

presentes nelas (CONAMA, 2009; AMADO e CHAVES FILHO, 2015).

Em decorréncia desses fatores, esse nicho ambiental trouxe sérias consequéncias,
principalmente, em relacdo a redugdo de areas agricultdveis no mundo e a contaminagado
dos mananciais superficiais e subterraneos. Logo, a criagdo de planos e medidas de
remediacdo ¢ de suma importancia (AMADO e CHAVES FILHO, 2015; CARDOSO,
2020).

2.4 METODOS DE REMEDIACAO DE AREAS CONTAMINADAS

Em funcdo do alto risco para a saide humana e para a seguranga ecoldgica, os
solos contaminados por metais pesados devem ser remediados a fim de suscitar sua
recuperacdao (CARDOSO, 2020). Para isto, existem diversas técnicas que sao aplicadas
de acordo com a matriz contaminada, com a natureza do contaminante, com o nivel de
contamina¢do e com a disponibilidade de recursos (TAVARES et al., 2013), como a
oxidacdo ou reducdo do contaminante, lixiviagdo, precipitacdo, incineragdo, adsor¢ao
e/ouretirada via organismos vivos (CHAVES et al., 2008; KHALID etal., 2017; FARIAS
et al., 2020). Todas baseadas em dois principios: in situ e ex-situ. Tratando-se de solo,
remedia-lo in situ representa uma grande vantagem, pois ndo ha a necessidade de realizar
o transporte de amplas quantidades de solos contaminados, ademais, o problema ¢

resolvido no préprio local (CHAVES et al., 2008).

As estratégias in situ possuem como objetivo imobilizar os metais pesados, os
retirando do solo. Geralmente, podem ser divididos em biorremediacao, fitorremediagao,
eletrocinética, tratamento quimico e/ou separacdo pirometalirgica. Basicamente, a

biorremediacdo € o processo no qual se introduz microrganismos especificos no local da
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contaminagdo; a fitorremediacao emprega plantas com o objetivo de remover, transferir,
estabilizar ou destruir elementos nocivos; a eletrocinética usa a passagem de uma corrente
elétrica de baixa intensidade entre os eletrodos envolvidos pelos contaminantes do solo;
o tratamento quimico ¢ baseado em processos oxidativos ou redutores; e por fim, a
separacao pirometalurgica utiliza fornalhas de altas temperaturas para volatilizar os
metais. Destes, a biorremediagdo e a fitorremedia¢do sdo os mais testados cujo sucesso

na descontaminagdo de solos contendo metais pesados ¢ alto (CHAVES et al., 2008).

2.5 FITORREMEDIACAO

A fitorremediagao ¢ um processo complexo que envolve o uso de plantas e seus
microrganismos associados, tendo em vista o tratamento in situ de solos contaminados
(TAVARES et al., 2013; MOTA e SANTANA, 2016). Apresenta como vantagens, além
de ser uma técnica de remediagdo in situ, baixo custo, possibilidade de aplicacao em areas
extensas e a revegetacdo das 4reas contaminadas, que consequentemente, promove a

protecdo do solo contra erosdes e beneficia a estética da area (TAVARES et al., 2013;

BOMFIM, 2020).

A planta fitorremediadora desenvolve distintas estratégias para remediar o solo
contaminado, resumidamente, sdo elas: i) fitoestabiliza¢do, em que o contaminante ¢é
imobilizado por complexacdo (lignificado ou humificado) nos tecidos radiculares; ii)
fitoestimulacdo, no qual o contaminante ¢ degradado pela exsudagdo de substincias pelas
raizes das plantas; iii) fitovolatiliza¢do, em que o contaminante, uma vez absorvido, ¢
fisicamente alterado para o estado gasoso através da metabolizagdo da planta; iv)
fitoextracao, no qual a planta extrai os contaminantes do ambiente e os transporta para a
parte aérea, possibilitando sua colheita; v) fitodegradacio, no qual os contaminantes sdo
degradados por acdo enzimatica (SOUZA, et al, 2013; MOTA e SANTANA, 2016;
BRAGA, 2020) (Figura 1).
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FITOVOLATILIZAGAO

FITODEGRADAGAO

®
FITOESTABILIZACAO

Figura 1 - Ilustragdo das estratégias da planta no processo de fitorremediagdo e os

possiveis destinos dos contaminantes (FAVAS et al, 2014; BRAGA, 2020).

Entre os métodos de fitorremediacdo, a fitoestabilizagdo e a fitoextracao tém
apresentado potencial promissor para descontamina¢do de solos (MENEGAES et al.,
2015), particularmente por obter boa efici€ncia nos tratamentos e possibilitar praticas que
possuem valor econdmico. Entretanto, o método ¢ avaliado como eficaz somente se a
colheita for realizada, retirando dessa maneira todo o contaminante acumulado pela
biomassa da planta (BRAGA, 2020). Para avaliar o potencial de fitoextracdo de uma
espécie de planta, utiliza-se o indice de transloca¢ao ou também conhecido como fator de
transferéncia, o qual mede quanto do metal absorvido € transportado para os

tecidos/6rgdos da planta (SOUZA et al., 2013).

A desvantagem desse método (fitorremediagdo) ¢ que se deve considerar o ciclo
vital da planta escolhida, como também a dificuldade de selecionar uma espécie,
adequadamente, de acordo com o tipo de solo que contém muitos contaminantes (DA
SILVA SANTOS et al., 2021) e ainda considerar a facilidade de obtencao dessas espécies
vegetais (ANDRADE et al., 2018). A escolha da espécie fitorremediadora deve levar em
consideracdo os tipos de solos, pois, cada um apresenta uma certa capacidade de

armazenar compostos quimicos essenciais para o desenvolvimento das plantas, sendo que
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essa mesma capacidade pode influenciar no desenvolvimento e no potencial remediador

das espécies vegetais (MEJIA et al., 2014; BRAGA, 2020).

2.6 ESPECIES VEGETAIS

Plantas com elevada produ¢dao de biomassa sdo bastante vantajosas quando se
considera a fitorremediacdo de metais pesados, isto porque mesmo que essas plantas nao
exibam taxas elevadas de alguns metais em seus orgaos, a elevada producgdo de biomassa
lhes proporciona maior eficicia na extragdo de metais (BOMFIM, 2020). Além da
elevada producao de biomassa, ¢ interessante que nesse processo as espécies apresentem

crescimento rapido, elevada competitividade, vigor e tolerancia a poluicao (TAVARES

et al., 2013; BOMFIM, 2020).

As leguminosas, além de produzirem grandes quantidades de biomassa, realizam
a fixagdo bioldgica de nitrogénio, oferecendo vantagem de crescimento em solos pobres

em nitrogénio, como pode ser o caso de solos contaminados (BOMFIM, 2020).

O Arachis pintoi, também conhecido por amendoim forrageiro ¢ uma leguminosa
da familia Fabaceae, origindrio da América do Sul, de clima tropical com boa adaptacio
no subtropico (CAVALI e VALENTIM, 2002; LUDWIG et al.,, 2010, ROCHA e
VALLS, 2017). O género Arachis abriga espécies de importancia econdomica para uso
alimentar (animal), forrageiro, ornamental ou para contencdo de erosdes (ROCHA e
VALLS, 2017). Sua exploragdo ainda ¢ pouco difundida, mas vem se destacando nos
sistemas pecudrios por apresentarem elevados teores de proteina, boa digestibilidade e,
principalmente, pela boa producdo de matéria seca de alta qualidade (LUDWIG et al.,
2010), apresentam também o hébito de crescimento estolonifero, proporcionando boa
cobertura do solo e ainda apresentam ciclo de vida perene (CAVALI e VALENTIM,
2002), ou seja, apds ser plantada e concluir um ciclo produtivo, ndo necessita ser

replantada.

O amendoim forrageiro se desenvolve bem em &reas sujeitas ao encharcamento
temporario. Se adapta a diversos tipos de solos, com texturas variando de argilosa a
arenosa, cresce bem em solos acidos, de baixa a média fertilidade, tem exigéncia
moderada a fosforo, sendo, apesar disso, eficiente na absor¢cdo quando o solo apresenta
niveis baixos deste elemento. Ainda existem informacdes de elevada atividade de

micorrizas associadas ao seu sistema radicular (VALENTIM et al., 2001).
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2.7 BIORREMEDIACAO E FUNGOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO
VEGETAL

Os microrganismos ou seus processos podem ser utilizados na degradagdo de
poluentes para descontaminag¢dao de areas contaminadas em um método denominado
biorremediacdo (MADIGAN et al., 2016). Entre suas maiores vantagens, destacam-se o
menor custo e a incorporagdo do processo de descontaminac¢do nos ciclos naturais de
energia e matéria (THAKUR et al., 2016; YANG, 2018; ASHRAF et al., 2019). Existem
diversos microrganismos que apresentam potencial metabolico, que sdo utilizados nos

processos de biorremediagdo, dentre eles, géneros de bactérias e fungos (LEONEL et al.,

2018).

Cerca de 90% das plantas terrestres formam associacdes micorrizicas. O termo
micorriza foi proposto pelo botanico alemdo Albert Bernard Frank, em 1885, originado
do grego em que “mico” significa fungo e “riza” raizes, estas consistem em associagdes
simbioticas mutualisticas entre fungos do solo e a maioria das plantas (BERTOLAZI et
al., 2010). Os microrganismos endofiticos, quer dizer, microrganismos que vivem no
interior das plantas, tém imensa importancia ecoldgica, em decorréncia dos beneficios
que regularmente oferecem as plantas. Alguns deles sdo capazes de produzir alcaloides
toxicos que protegem seus hospedeiros contra herbivoros, outros podem proporcionar o
maior crescimento vegetal, com o aumento de massa de raizes e parte aérea, aumentarem
a capacidade competitiva das plantas, resisténcia a pragas e doengas, tolerancia a secas
ou outras situagdes de estresses bioticos e abiodticos e até o condicionamento biologico do
solo (DE MELO et al., 2008; ALVES et al., 2019). Eles sao conhecidos como fungos
promotores do crescimento vegetal (FPCV) (ALVES et al., 2019).

Posto que concretizada a associagdo entre fungo e planta, diversos processos de
ordem direta e indireta ocorrem e sdo incumbidos pela promocgao de crescimento vegetal.
Os processos diretos envolvem producdo de vitaminas e hormoénios vegetais, como
giberelinas e auxinas, regulacio de sintese hormonal pela planta, absor¢ao e translocacgao
de nutrientes. Enquanto os processos indiretos sao resultados da producao de sider6foros,
solubilizacdo e mineralizacdo de nutrientes no solo, controle de pragas e patdgenos e
indugdo do sistema de mecanismo de defesa do hospedeiro vegetal. E possivel que as
condi¢cdes fisico-quimicas e biologicas do solo pelos fungos estimulem, também, o
crescimento vegetal (DEZAM et al., 2017; ALVES et al., 2019). Dentre os efeitos, ao

inocular fungos endofiticos promotores de crescimento vegetal € observado, geralmente,
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o crescimento radicular das plantas, bem como sdo relatados aumento de area foliar, de
taxas de clorofila e tolerancia aos estresses bidticos ¢ abioticos (VERMA et al., 2017;

ALVES et al., 2019).

Uma série de estudos investigaram espécies de fungos Trichoderma, como
promotores do crescimento da parte aérea das plantas e na producdo de auxinas e
metabolitos que favorecem o desenvolvimento das raizes. Como as raizes sao mais
desenvolvidas e profundas, proporciona-se maior tolerancia a seca. Sao capazes, também,
de propiciar a absor¢cao e a solubilizagdo de nutrientes, favorecendo a aderéncia
hidrofébica ¢ o desenvolvimento de pelos absorventes nas raizes laterais, com
conseguinte aumento da superficie de absor¢do. Causam redugdo dos niveis de etileno
(ET) nas plantas, mediada pela enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
deaminase, resultando em maior crescimento das plantas. Essa enzima degrada o ACC,
que ¢ um precursor de ET, tendo sido comprovado que se expressa durante a interagdo de
T. atroviride com plantas de tomate e de 7. asperellum com raizes de colza (ALVES et
al., 2019; MONTE et al., 2019). E ainda, promovem o aumento da massa seca ¢ fresca
das mudas, bem como, o contetido de amido e agucares soluveis das plantas, o verdor das
folhas e a eficacia fotossintética, sendo esta ultima relacionada a assimilagdo de

nitrogénio (FELIX et al., 2019; MONTE et al., 2019).

Ademais, os FPCV podem expandir os sistemas radiculares e a fitoextragdo de
elementos traco. Sendo, provavelmente, resultado das auxinas produzidas pelos fungos
ou os fungos induzem a regulacdo dos genes da planta envolvidos na produgdo de
fitormonios. Além de melhorar o crescimento das plantas, alguns isolados flingicos
promovem a adsor¢do de metais através de grupos funcionais da parede celular ou por
substancias poliméricas extracelulares (FARIAS et al., 2018; FARIAS et al., 2020). A
producao de massas frescas e secas de raizes de J. mimosifolia cultivadas em solos
contaminados e tratados com um consoércio de isolados fungicos foram semelhantes,
estatisticamente, aos de plantas no controle ndo contaminado, e maior do que os
cultivados em solo contaminado (FARIAS et al., 2020). Este mesmo consorcio de fungos

afetou, também, o crescimento radicular em soja e milho (FARIAS et al., 2018).

Ainda que as pesquisas sejam promissoras, estudos focados na quantidade de
endofiticos que colonizam o interior da célula vegetal tém evidenciado que os efeitos
podem ser neutros ou positivos, assinalando para um balango custo-beneficio voltado

mais para as vantagens dessa associagdo e decorrente promocao de crescimento (ALVES



23

et al., 2019). Dessa forma, ¢ importante reconhecer potenciais sistemas para
fitorremediacdo que envolvam a aplicagcdo de fungos promotores de crescimento vegetal

para esclarecer as implicacdes dessa associagdo.

Nesse contexto, o presente estudo avaliou o efeito da inoculagdo do fungo
Trichoderma atroviride na melhora do crescimento vegetal em solos contaminados por
metais pesados em cultivares de amendoim forrageiro, visando o desenvolvimento de

estratégias de descontaminagdes mais eficientes.
3 METODOLOGIA

3.1 ENSAIO EM CASA-DE-VEGETACAO

O solo utilizado no experimento foi coletado em uma area de latossolo vermelho
distrofico tipico argiloso (Areia — 150 g - Kg'!, Silte — 130 g - Kg!, Argila — 720 g+ Kg°
1), sob pastagem de Urochloa, localizado dentro do bioma Cerrado, no municipio de

Uberlandia, no estado de Minas Gerais, Brasil (18° 56’ 45.13” S; 48° 12 35.20” O).

O solo foi peneirado, manualmente, em malhas de 2 e 4mm, homogeneizado,
retirado trés amostras para analise quimica e parametros de fertilidade em laboratério
(Tabela 1) e dispostos em vasos de forma que ocuparam 14 dm> do seu volume total. Para

o0 ensaio o solo foi corrigido de acordo com sua necessidade (Tabela 2).

Tabela 1 — Resultado da analise do solo coletado, prévio ao inicio do experimento, das

corregoes de acidez, adubagdo e inoculacao de isolado fingico

Latossolo Vermelho Distréfico Tipico Argiloso

Quimica
pH pH Corg Pnen Ca Mg K Al H+AI t T \Y m
H,O CaCl, dag-Kg' mg-dm? cmol, * dm’ %
5,1 5,1 1,17 1,2 1,03 0,22 0,09 0,27 2,37 1,61 3,71 36,33 16,33

Analise realizada apds padroniza¢do em peneiras com malha de 2 e 4mm. pH em H>O,
pH em CaCl,, carbono organico (Corg); Magnésio (Mg); Potassio (K); Calcio (Ca);
Aluminio (Al); Fosforo Mehlich (Pmen); Acidez potencial (H+Al); Capacidade de troca
cationica efetiva (t); Capacidade de troca catidnica (T); Saturagdo por bases (V%) e

Saturagao por aluminio (m%).
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Tabela 2 — Correcao aplicada no solo coletado

Sol CaCO; MgCO; K3S04 Fosfato Natural Ureia cobertura
olo
mg - dm?
Arg  381,4872 161,0562 95,48554 667 1380
Fase 1° 4 semanas ap6s CaCO; e MgCOs; 20 dias ap0s transplante das plantulas

A correcdo do pH foi realizada pela aplicagio de CaCO; P.A. (0,3815g/dm’) e
MgCOs P.A. (0,1610g/dm®), onde foram irrigados até atingir o ponto de saturagdo por
agua. Apds quatro semanas da aplicagdo dos carbonatos, foi misturado aos solos a solugao
de K2SO4 P.A. (0,0954 g/dm?) e feito a correcdo de fosforo de acordo com Novais (1999),
com 0,667 g/dm? de fosfato natural reativo OCP (FNR). A aplicacdo de ureia foi realizada
20 dias apos o transplante das mudas de amendoim para os vasos, com 1,38 g/dm?

dissolvida em agua.

Cada ensaio recebeu 3 tratamentos: (1) solo ndo contaminado com crescimento de
A. pintoi; (2) solo contaminado com crescimento de amendoim forrageiro; e (3) solo
contaminado com crescimento de A. pintoi e aplicacdo de 7. atroviride. O delineamento
para cada um dos ensaios foi inteiramente casualizado com 6 repeticdes. A fonte de
esporos foi fornecida pela empresa Biosag®, em frascos contendo meio de cultura com

isolados crescidos do fungo ATROV-14 (Trichoderma atroviride).

3.2 TESTE DE GERMINACAO

A fim de se determinar o potencial de germinagdo dos amendoins para otimizar o
tempo do experimento, foi realizado no Laboratorio de Produgdo e Tecnologia de
Sementes na Universidade Federal de Uberlandia — Campus Umuarama (MG) o teste de

germinacao das sementes.

Para isso foram separadas as quantidades necessarias de folhas filtro proprias para
germinagao e pesadas no estado seco. Assim, foi multiplicado o peso seco das folhas por
2,5 para obter a quantidade em mL de agua necessario para umedecé-las. Foram
realizadas 4 repeticdes com 50 sementes dispostas por tabuleiro de forma que ficassem
equidistantes. Feito isso, com outro papel filtro imido cobriram as sementes dispostas
anteriormente e fechou em forma de rolo, repetindo-se 0 mesmo processo para as outras

repeticdes e finalizando fechando os 4 rolos em apenas um.
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Por fim, o rolo contendo as quatro repeti¢des foi armazenado em camara de
germinagdo a 25°C com oscilagdo para + 0,7 (de acordo com o livro Regras para Analise
de Sementes — Embrapa, que propde também temperaturas de 20 — 30° C para o
amendoim). Ao nono dia de germinacdo, temperatura 25,7°C, foram separadas as
plantulas normais das anormais para o calculo da taxa de germinagao, que neste caso foi
muito baixo, cerca de 20%, devido aos estrangulamentos, queima e ma formacdo do

aparelho morfologico.

3.3 METAIS PESADOS - Cr, Cu, Mn, Zn
Com base nos valores de contaminacao do solo no Brasil (CONAMA, 2009) foi
definido para a contaminacao do solo do ensaio, respectivamente, as concentragdes de

150, 200, 300 e 450 mg - dm™ de Cr, Cu, Mn e Zn.

Para as contamina¢des foram utilizados os seguintes sais: cloreto de zinco (ZnCly),
dicromato de potéassio (K2Cr207), sulfato de cobre (CuSO4) e sulfato de manganés
(MnSO4H20). A partir dos calculos para se determinar a solubilidade dos sais, foi
definido, a fim de se ter uma padronizagdo dos volumes produzidos a aplicagdo de 100

mL de cada uma das solugdes de metais para todos os vasos contendo 14 dm? de solo.

3.4 PREPARO DO INOCULO DE FUNGO - Trichoderma atroviride (ATROV-14)
Em um liquidificador, foram homogeneizados por um periodo de 5 segundos os

esporos do isolado de fungo (ATROV — 14 - Trichoderma atroviride), com 500 mL de

agua destilada e para ajudar na suspensao foi utilizado o tween 20, um polisorbato, como

tensoativo/surfactante, na concentracao final de 1 mL/1000mL (ou 0,1%).

Apo6s a homogeneizagao, as suspensoes 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 concentragdes de 10° mL! esporos para o isolado
fingico. A suspensdo para o tratamento controle foi preparada com a utilizacao de agua

destilada.

3.5 PREPARO E INOCULACAO DE SEMENTES

Foram separadas para os ensaios 550 sementes, sendo 325 sementes para o
tratamento nao inoculado e 225 sementes para o tratamento inoculado. Primeiramente,
foi realizada uma esterilizagdo das sementes com solugdao de NaClO a 1% (1:1), deixando-

as imersas por 3 minutos, posteriormente, foi feito a limpeza da solugcdo de NaClO em
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triplicata com agua destilada e colocadas para secar ao ar livre por 30 minutos sob papel

filtro.

ApoOs secagem das sementes, foi aplicado ImL da suspensdo de esporos a cada
100 sementes do tratamento inoculado, e no tratamento controle foi aplicado 1mL de agua
destilada a cada 100 sementes. Feita a aplicagdo das solucdes, com a ajuda de um bastdo
de vidro as sementes foram misturadas e colocadas para refrigeracao a 6°C por 17 horas

até o momento da semeadura.

3.6 INOCULACAO NO SUBSTRATO DO SOLO E TRANSPLANTES

Devido a baixa taxa de germinacdo dos amendoins, foi decidido como melhor
opcdo semea-los em placas de germinagdo contendo substrato (Tabela 3). Dessa forma,
as placas foram preenchidas com o substrato e umedecidos, em seguida foram feitas covas
de 1 cm de profundidade em cada orificio da placa para a quantidade determinada de
sementes anteriormente. Para ambos os ensaios, uma semente foi colocada em cada
orificio, juntamente com 1 mL das solugdes preparadas (tratamento com in6culo de fungo
e tratamento controle com dgua destilada), sendo colocado mais substrato a fim de fechar

as covas.

ApOs quatro semanas, as mudas bem desenvolvidas foram transplantadas para os

vasos, sendo frequentemente irrigadas e monitoradas até o momento da coleta.

Tabela 3 — Propriedades do substrato utilizado na semeadura

classe interna I
pH! 6,5
cond. Elétrica (mS/cm*) 0,8
Umax (%/m/m) 55
Densidade seca (Kg/m?) 160
CRA (%/m/m) 100

Composi¢ado (vide quadro matérias-primas) **  A+B+C+D+E+F+G

** Matérias-primas: A —mm 11-52-00, B—mm 14-16-18, C — vermiculita,
D — calcario, E — turfa de sphagnum, F — fibra de coco, G — casca de arroz,

H — casca de pinus, I — mm 03-17-00, J — mm 00-20-00.
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3.7 CONDUCAO DO ENSAIO
A temperatura na casa de vegetacdo foi monitorada durante todo o ensaio, no

periodo de 06/09/2021 a 06/02/2022, apresentando média de 29,4°C (Figura 2).

A cada 14 dias foram aplicados 20 mL de solu¢ao nos tratamentos controle (dgua
destilada) e com inoculagdo de fungo, através de pulverizadores manuais, com a
concentragio de 10° mL! de esporos. A coleta foi realizada aos 117 dias apds a
semeadura, sendo as partes aéreas coletadas através de corte rente a base das plantas e as
raizes separadas do solo, seguido de limpeza em agua corrente para retirar o excesso de

solo e secagem ao ar livre.
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Figura 2 — Monitoramento da temperatura na casa de vegetacao durante todo ensaio

3.8 MASSA SECA
A massa seca das partes aéreas e das raizes foram determinadas apos secagem em

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

3.9 ANALISE ESTATITICA

Os outliers foram identificados por analise grafica e por meio do desvio padrao,
sendo positivo caso o valor fosse a média + ou — o dobro do desvio padrdo. Para
normalizacdo, os dados de massa seca da parte aérea foram transformados como log X.
Foi realizada a andlise de variancia e teste de Scott-Knott com 5% (p<0,05) e 10%
(p<0,10) de significancia no programa Sisvar®. Os resultados gerais das analises de cada

tratamento foram apresentados em forma de média e desvio padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 MASSAS SECAS
Houve diferenca estatistica (p<0,10; teste Scott-Knott) no que se refere a massa
seca das partes aéreas do tratamento (2) solo contaminado com crescimento de amendoim
forrageiro, que obteve uma menor produg¢dao em relacdo aos tratamentos (1) solo ndo
contaminado com crescimento de A. pintoi e (3) solo contaminado com crescimento de
A. pintoi e aplicagdo de T. atroviride, que ndo se diferiram estatisticamente (Figura 3).
Quanto as massas secas das raizes nao foram encontradas diferengas estatisticas

significativas entre os tratamentos (p<0,05 e p<0,10; teste de Scott-Knott) (Figura 3).

Massa Seca - Partes Aéreas e Raizes
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Figura 3- Representagdo grafica do resultado encontrado da andlise estatistica das
massas secas das partes aéreas e raizes dos tratamentos 1,2 e 3

1- Tratamento solo ndo contaminado com crescimento de 4. pintoi; 2 — Tratamento solo
contaminado com crescimento de amendoim forrageiro; 3 - Tratamento solo contaminado

com crescimento de A. pintoi e aplicacdo de 7. atroviride.

Com relacdo as massas secas total houve diferenca estatistica (p<0,10; teste de
Scott-Knott) no tratamento (2) solo contaminado com crescimento de amendoim
forrageiro, que atingiu uma menor producdo em relacdo aos tratamentos (1) solo ndo
contaminado com crescimento de A. pintoi e (3) solo contaminado com crescimento de

A. pintoi e aplicacdo de T. atroviride, que ndo se diferiram estatisticamente (Figura 4).
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Figura 4 - Representacao grafica do resultado encontrado da anélise estatistica das
massas secas totais dos tratamentos 1, 2 € 3

1- Tratamento solo ndo contaminado com crescimento de 4. pintoi; 2 — Tratamento solo
contaminado com crescimento de amendoim forrageiro; 3 - Tratamento solo contaminado

com crescimento de A4. pintoi e aplicacdo de T. atroviride.

5 DISCUSSAO

A aplicacdo do isolado fungico 7. atroviride contornou a situacdo de
contaminag¢do do solo por Cr, Cu, Mn e Zn e promoveu o crescimento vegetal ao ponto
de ser similar as plantas em solo ndo contaminado. A capacidade de promover o
crescimento das plantas ¢ uma caracteristica comum de fungos endofiticos do género
Trichoderma. Estudos constataram que Trichoderma acelerou a germinagdo de sementes
de pimentdo, pepino e tomate com aplicacio em concentragio superior a 10° conidios/g
de solo, bem como, que o peso seco de folhas de rdbano era maior na presenga do fungo

(MONTE et al., 2019).

Ademais, o crescimento da parte aérea das plantas pode ser promovido pela
producdao de fitormdnios, como as auxinas e metabolitos que favorecem o
desenvolvimento das raizes. A aplicagdo dos fungos pode provocar, também, uma
diminuicdo dos niveis de etileno (ET) nas plantas, mediada pela enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, resultando em maior crescimento
das plantas (MONTE et al., 2019). Esta enzima degrada o ACC, que € um precursor de
ET, tendo sido comprovado que se expressa durante a interacdo de 7. atroviride com
plantas de tomate e de 7. asperellum com raizes de colza. O fungo Trichoderma aumenta

a massa seca e o conteudo de amido e acuicares soltiveis das plantas, o verdor das folhas
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e a eficacia fotossintética, estando esta ultima diretamente relacionada com a assimilagao

de nitrogénio (FELIX et al., 2019; MONTE et al., 2019).

Os FPCV podem, também, expandir os sistemas radiculares e a fitoextragao de
elementos trago em decorréncia das auxinas produzidas pelos fungos ou pelo estimulo
dos fungos na regula¢do dos genes da planta envolvidos na producdo de fitormonios.
Além de melhorarem o crescimento das plantas, alguns isolados fingicos provocam a
adsor¢ao de metais através de grupos funcionais da parede celular ou por substancias
poliméricas extracelulares (FARIAS et al., 2018; FARIAS et al., 2020). A producao de
massas frescas e secas de raizes de J. mimosifolia cultivadas em solos contaminados e
tratados com um consorcio de isolados flngicos, sdo eles, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum, e
Trichoderma asperella, foram semelhantes estatisticamente aos de plantas no controle
ndo contaminado, ¢ maior do que os cultivados em solo contaminado (FARIAS et al.,
2020). Este mesmo consorcio de fungos afetou, também, o crescimento radicular em soja

e milho (FARIAS et al., 2018).

6 CONCLUSAO

A aplicagdo de T. atroviride contornou a situa¢do de contaminagdo do solo por
Cr, Cu, Mn e Zn e promoveu o crescimento vegetal ao ponto de ser similar as plantas em
solo ndo contaminado. Por outro lado, a massa seca das raizes ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos. Sendo assim, houve um efeito promissor
quanto a sua utilizagdo para promover o crescimento do amendoim forrageiro em solos

contaminados por metais pesados.
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