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RESUMO

SILVA, MARIA CLARA DE ANDRADE PEREIRA DA. Trichoderma atroviride como
condicionador biologico em diferentes texturas de solos sob soja € milho. 2022. 57 p.
Dissertagao (Mestrado em Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de Uberlandia
- MG.

A agricultura sustentdvel visa reduzir os efeitos danosos e evitar a degradacdo de solos
causados pelo manejo inadequado. Um método exercido no campo da pesquisa, por
exemplo, corresponde aos condicionadores de solo para incrementar os potenciais de
forma fisica, quimica e bioldgica. Nesse sentido, o estudo se propds a avaliar o potencial
do fungo Trichoderma atroviride ATROV 14 como condicionador de solo. A hipdtese do
trabalho indica que o fungo T. atroviride ATROV 14 otimiza a fertilidade e incrementa a
atividade enzimatica e o carbono da biomassa microbiana, bem como a colonizagdo
micorrizica arbuscular. Diante disso, a pesquisa ocorreu em casa-de-vegetagdo, por
delineamento inteiramente casualizado e sob o formato de quatro ensaios distintos — solo
argiloso com cultivar de soja; solo argiloso com cultivar de milho; solo arenoso com
cultivar de soja e solo arenoso com cultivar de milho —nesse caso, cada ensaio foi disposto
com dois tratamentos (com e sem inoculagdo de 7. atroviride ATROV14) e oito
repeti¢des cada. O solo recebeu inoculagdes com agua destilada para os controles (sem
inoculacdo) e com 7. atrioviride ATROV14 para os tratamentos com fungo. Apds o
crescimento das plantas até o estagio de florescimento, coletou-se o solo para avaliagdo
de fertilidade, carbono da biomassa microbiana, respirometria, atividade de [-
glicosidade, fosfatase, arisulfatase e hidrolise do diacetato de fluoresceina, ao passo que
as raizes foram coletadas para avaliar a colonizacdo micorrizica arbuscular. Quanto aos
resultados, o solo argiloso com aplicacdo de 7. atroviride e cultivado com milho
apresentou incremento de matéria organica, CTC e C-org em comparagdo com o controle
sem aplicagdo microbiana; no ensaio em solo arenoso e cultivado com milho,
aumentaram-se a massa das raizes e o pH do solo; e, no ensaio em solo arenoso e cultivado
com soja, houve crescimento dos indices de P e Ca no solo, quando se aplicou 7.
atroviride. Por outro lado, o emprego de 7. atroviride resultou na diminui¢ao de algumas
variaveis, tais como: atividade enzimatica da -glicosidase, pH, Sb, CTC e Mg no ensaio
em solo argiloso e cultivado com soja; da atividade enzimatica da FDA no ensaio em solo
argiloso e cultivado com milho; do pH no ensaio em solo arenoso e cultivado com soja;
e de Zn no ensaio em solo arenoso e cultivado com milho. Sendo assim, o 7. atroviride
ATROV14 condiciona resultados distintos, a depender da cultura e da textura do solo.

PALAVRAS-CHAVE: Ascomiceto, fungo promotor de crescimento vegetal, fertilidade,
microrganismo do solo, agricultura sustentavel.



ABSTRACT

SILVA, MARIA CLARA DE ANDRADE PEREIRA DA. Trichoderma atroviride as a
biological conditioner in soils with different textures under soybean and corn. 2023. 64p.
Dissertation (Master in Environmental Quality) — Federal University of Uberlandia — MG.

Sustainable agriculture aims to reduce the harmful effects and prevent the degradation of
soils caused by improper management. One method exercised in the field of research, for
example, corresponds to soil conditioners to increase the potentials of physical, chemical
and biological form. In this sense, the study proposed to evaluate the potential of the
fungus Trichoderma atroviride ATROV14 as a soil conditioner. The hypothesis of the
work indicates that the fungus T. atroviride ATROV14 optimizes the fertility and
increases the enzymatic activity and the carbon of the microbial biomass, as well as the
arbuscular mycorrhizal colonization. Therefore, the research was conducted in a
greenhouse, using an entirely randomized design and in the format of four distinct trials
- clay soil with soybean cultivar; clay soil with corn cultivar; sandy soil with soybean
cultivar, and sandy soil with corn cultivar - in this case, each trial was arranged with two
treatments (with and without inoculation of T. atroviride ATROV 14) and eight repetitions
each. The soil received inoculations with distilled water for the controls (no inoculation)
and with T. atrioviride ATROV 14 for the treatments with fungus. After plant growth to
the flowering stage, soil was collected for fertility, microbial biomass carbon,
respirometry, B-glucoside activity, phosphatase, arisulfatase, and fluorescein diacetate
hydrolysis, while roots were collected to evaluate arbuscular mycorrhizal colonization.
As for the results, the clayey soil with T. atroviride application and corn cultivation
showed an increase in organic matter, CTC and C-org compared to the control without
microbial application; in the sandy soil and corn cultivation trial, root mass and soil pH
increased; and, in the sandy soil and soybean cultivation trial, soil P and Ca indexes
increased when T. atroviride was applied. On the other hand, the use of T. atroviride
resulted in the decrease of some variables, such as: enzymatic activity of B-glucosidase,
pH, Sb, CEC and Mg in the test on clay soil and soybean cultivated soil; the enzymatic
activity of FDA in the test on clay soil and corn cultivated soil; pH in the test on sandy
soil and soybean cultivated soil; and Zn in the test on sandy soil and corn cultivated soil.
Thus, T. atroviride ATROV14 gives different results depending on the crop and soil
texture.

KEYWORDS: Ascomycete, plant growth promoting fungus, fertility, soil
microorganism, sustainable agriculture.



1. INTRODUCAO

Devido ao crescimento populacional, sdo necessarias estratégias para proporcionar
elevados indices de produgdo em sistemas produtivos ambientalmente amigaveis e, assim,
atender a demanda populacional e conservar o ambiente. Por isso, torna-se relevante a
ampliacdo de area cultivavel com a recuperagdo de solos degradados, com vistas a
aumentar a producao e fomentar técnicas de menor impacto, o que permite maior
produtividade, a exemplo da utilizagdo de microrganismos.

Devido a escassez de recursos naturais, deve-se buscar alternativas sustentaveis,
como os incorporados aos processos naturais para producdo agricola, a manutengdo das
funcdes e a recuperacdo dos solos. Nesse contexto, uma das estratégias para tornar
agricultura mais sustentdvel e utilizar adequadamente os solos agricultaveis se refere ao
uso de inoculantes que possuem, como principio ativo, uma (ou varias) espécie(s) de
microrganismos, sejam eles fungos ou bactérias encontrados na rizosfera ou submetidos
a modificacdo genética. Com isso, eles obtém papéis relevantes na produgdo de
biofertilizantes, na promocdo de crescimento vegetal, na defesa contra fitopatogenos,
entre outras funcionalidades (YADAYV, 2018).

Assim, empregou-se um isolado do fungo endofitico do género Trichoderma , o
T. atroviride, cujas cepas determinadas possuem atividades de solubilizagdo de fosfato,
controle de fitopatogenos e agdes contra estresse abidticos e bidticos (MACIAS-
RODRIGUEZ et al., 2018; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2018). Tal fungo foi
inoculado nas plantas vegetais de soja e milho, graos de maior relevancia econdmica e
com elevados indices de exportagdo mundial (USDA, 2021; CONAB, 2021), em que
correspondem a 80% de produgdo na agricultura brasileira (EMBRAPA, 2021). E em dois
tipos de solos distintos, devido a possiveis variagdes de resposta dos microrganismos e
também para atender a legislagdo para certificagdo de um condicionador de solo (Brasil,
2014; Brasil, 2020).

O presente estudo possui relevancia por investigar o possivel potencial de 7.
atroviride ATROV14 como condicionador de solo, o que permite uma agricultura de
baixo consumo de insumo € menor impacto para o ambiente, com acréscimos no

rendimento nutricional, crescimento e, consequentemente, produtividade.

1.1 Hipoteses



O isolado microbiano Trichoderma atroviride ATROV-14 apresenta potencial de
condicionador de solo, determinado pela influéncia na atividade enzimatica e na biomassa
microbiana do solo, além de favorecer a colonizacdo micorrizica. Dessa maneira, ¢

possivel melhorar a fertilidade em solos de diferentes texturas sob soja e milho.

1.2 Objetivos
Identificar o potencial do Trichoderma atroviride ATROV-14 como
condicionador da fertilidade do solo, biomassa microbiana, atividade bioldgica e
colonizacdo micorrizica em solo arenoso e argiloso sob soja e milho, para confirmar a

efetividade desse isolado na producao agricola.

1.3 Justificativa

Como método, a agricultura sustentavel visa manter e/ou aumentar a
produtividade da cultura sem exercer atividades de controle invasivo que impactam
negativamente no ambiente, sobretudo o solo (PLUMECOCQ et al., 2018); logo, ¢
necessario otimizar o manejo da fertilidade do solo para elevar a produtividade das plantas
e preservar a sustentabilidade e a seguranca alimentar. A compreensao das atividades e
interagdes entre os microrganismos, o solo e a planta é essencial para determinar
metodologias cruciais ao manejo sustentavel do solo, o que incrementa a eficiéncia na
biofertilizacdo, no biocontrole e na producao agricola JOHANSSON; PAUL; FINLAY,
2004).

Algumas metodologias e tecnologias t€ém sido sugeridas no meio académico para
os agricultores, como o uso de microrganismos encontrados na rizosfera, sejam eles
fungos ou bactérias. Sob a forma isolada, os fungos endofiticos, epifitos e rizosféricos
podem ser empregados na producdo de biofertilizantes e/ou como solubilizadores de
metais, promotores de crescimento, biodefensivos etc. (YADAYV, 2018).

Assim, no presente estudo, visa-se investigar um isolado do fungo endofitico do
género Trichoderma , o T. atroviride, o qual possui atividades solubilizantes de fésforos
(P), controle de fitopatdgenos e agdes contra estresses (a)bioticos (MACIAS-

RODRIGUEZ et al., 2018; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2018).



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Agricultura sustentavel

Os recursos naturais devem ser suficientes para atender a demanda populacional
crescente para alimentos, energia, dgua, infraestrutura, saude, entre outros aspectos
(DICK, 1994; TILMAN et al., 2011; CARON et al., 2018; PINEIRO et al., 2020). Na
busca e no uso de recursos, surgiram inimeros impactos negativos para o ambiente, como
poluicao urbana e industrial, contaminagdo e desertificagdo dos solos, polui¢do dos
recursos hidricos, perda da biodiversidade e mudangas climaticas (LAL, 2008).

Com as mudancas climéticas e a perda de area agricultavel, tem sido necessario
promover uma agricultura mais sustentavel, com a respectiva aplicabilidade nos demais
setores de producao. Tal processo detém maior area de solo cultivavel para colheita e,
assim, pode contribuir na mitigacdo da fome devido ao crescimento populacional
(YADAV. 2019).

Ademais, modelos de baixo uso de insumos externos, que aplicam processos
naturais do sistema produtivo, s3o fundamentais para fomentar a qualidade do solo, em
comparag¢do a agricultura convencional (PLUMECOCQ et al., 2018). Esse modelo eleva
a eficiéncia das fungdes microbianas e integra simbioses com as plantas, o que otimiza
sanidade e a producdo da cultura JOHANSSON; PAUL; FINLAY, 2004).

De fato, a utilizacdo de microrganismos na agricultura — e, especificamente, na
producdo de crescimento vegetal e controle de pragas e doengas — trouxe oportunidades
para a aplicacdo da biotecnologia, com vistas a agricultura sustentavel (MESSA;
SAVIOLI, 2021). Como exemplo, ha os fungos micorrizicos arbusculares, que podem
exercer combinacdes com (bio)fertilizantes para obter ganho cultivavel e produtivo no
solo pelas atividades dos fungos em biodisponibilizar nutrientes as plantas,
principalmente o P (SUMAN; YADAC; VERMA, 2016; MESSA e SAVIOLI, 2021).

Estudos relativos aos fitomicrobiomas revelam as comunidades microbianas em
raizes, parte aérea, interior e superficies das plantas (CHOUHAN et al., 2021), as quais
podem afetar negativa ou positivamente o vegetal, assim como variar conforme o estagio
de desenvolvimento, o que indica uma relagdo dindmica entre planta e microrganismos
(BHATT et al., 2020). Os fitomicrobiomas possuem uma cadeia de microrganismos com
potencial biotecnolédgico, representado por microrganismos promotores de crescimento
vegetal, os quais podem contribuir para a produtividade agricola sustentavel e reduzir a
utilizagdo de fertilizantes quimicos (CHOUHAN et al., 2021). No entanto, ha problemas
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relativos a tecnologia, como a especificidade (isolados proprios para cada cultura e tipo
de solo) e o manejo adequado por parte do agricultor/empresa (CHOUHAN et al., 2021).
Por isso, sdo necessarios os estudos em laboratdrios e campos para verificar o potencial

de cada microrganismo passivel de isolamento.

2.2 Solo

Os solos podem ser considerados hotspots de biodiversidade microbiana, o que
contribui com varias atividades e servigos biologicos essenciais a vida terrestre
(SCHLOTER et al., 2018). Além disso, o manejo da qualidade do solo ¢ de suma
importancia para prevalecer e propiciar com qualidade os servigos ecossistémicos, a
exemplo da fome/agricultura (SYERS, 1997; LAL, 2015).

Nesse entremeio, Schloter et al. (2018) elencam alguns servigos bioldgicos
disponibilizados pelo solo e que possuem Fungdes de Suporte a Vida (FSV), como
fornecimento de solo fértil para proporcionar uma bioeconomia sustentavel, preservagao
da biodiversidade vegetal ndo ameacada, salvaguarda da 4gua potavel, prote¢ao contra a
erosdo e atuacdo como sumidouro de didéxido de carbono atmosférico (CO»).

Entretanto, a degradagdo do solo possui quatro tipos com forte impacto na vida
humana: fisica, que influencia nos aspectos estruturais e ocasiona a formagao de crostas,
erosdo do vento e da 4agua, compactagdo, escoamento superficial, flutuacdo de
temperatura, infiltracdo de 4agua e desertificacio (OLDEMAN, 1994; LAL, 2015);
quimica, que acarreta acidificacdo, esgotamento de nutrientes, salinizacdo, redu¢do na
Capacidade de Troca de Cations (CTC), lixiviacdo de nitrato (NO3-N) e de outros
nutrientes, toxicidade de aluminio (Al) ou Manganés (Mn), assim como deficiéncia de
célcio (Ca) ou magnésio (Mg) e/ou contaminagao por residuos industriais (OLDEMAN,
1994; LAL, 2015); bioldgica, que contempla o esgotamento de carbono organico do solo
e o aumento exacerbado de emissdes de gases de efeito estufa; e ecologica, na qual se
combinam as outras trés degradacdes do solo que interrompem as func¢des do ecossistema
— nesses termos, visa-se a um cenario ainda mais pessimista para a qualidade do solo.

Cumpre ressaltar a presenca de microagregados no solo, os quais contribuem
fortemente com a matéria organica, a disponibilidade de nutrientes e a porosidade
(TOTSCHE et al., 2018). Sabe-se que os microagregados podem estruturar o solo, o que

permite uma dindmica aos microrganismos, ao criar comunidades com diversidade



bioldgica; e na matéria organica, a presenca de carbono (C) € um fator preponderante para
a qualidade do solo (SYERS, 1997).

No que tange ao sequestro de carbono, Lal (2008) sugere que cientistas do solo,
agronomos, silvicultores e ecologistas devem se associar ao grupo econdmico e politico
para definir o método comercial mais adequado aos créditos de carbono oriundos do
sequestro de carbono do solo, das arvores e de pantanos para a cultura de colheita. A
comercializacao desse crédito pode aumentar a renda dos agricultores, o que teoricamente
leva a investimentos na qualidade do solo. O sequestro de carbono pode advir também da
restauragdo ocasionada pela conversdo de solos erodidos em areas reflorestadas e solos
degradados em areas de pastagens planejadas (LAL, 2008).

Diante disso, pode-se empregar a metodologia de identificacdo da atividade
enzimatica para verificar o comportamento de atividades relacionadas aos exsudatos
liberados pelos microrganismos presentes € a biomassa do solo; e determinar as
propriedades fisicas e biologicas (DICK, 1994). Como exemplo, as enzimas [3-
glicosidase, fosfatase e urease sdo geralmente utilizadas como indicadores de qualidade
do solo (ADETUNII et al., 2017), algo frequente que ainda leva a discussdes sobre as
determinagdes relacionadas a confiabilidade, a resiliéncia e a precisdo de tais indicadores,
principalmente para atender as func¢des do solo (ou FSV) (SCHLOTER et al., 2018).

Uma alternativa corresponde aos indices de qualidade do solo conhecidos em
concomitdncia com mapas geoespaciais, com o intuito de criar uma ferramenta para
visualizar as nuances e a formagao dos solos (DROBNIK et al., 2018). Lu et al. (2013)
explicam que a qualidade do solo estd vinculada a da comunidade microbiana, o que se
sujeita a dinamica e as atividades dos microrganismos, pois eles podem interferir nas
propriedades fisico-quimicas do solo ao comporem uma rede microbiana com espécies
generalistas, ou seja, frequentes no ambiente.

Sob esse viés, os referidos autores relacionam as comunidades microbianas a
sociedade humana da seguinte forma: no momento em que um individuo vincula
diferentes membros, ele pode suscetibilizar a sociedade em um ambiente mais ordenado
e estavel, assim como o incentivo a sociedade pode fomentar um lugar mais vigoroso e
sucedido (LU et al., 2013).

Syers (1997) ainda discute a relagdo entre sustentabilidade e resiliéncia do solo,
pois, com a atuacdo do fator de degradacdo, houve mudangas biofisicas que preconizam
0 manejo no solo para favorecer a atividade e os processos microbianos, bem como
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fomentar uma resiliéncia maior no solo (LAL, 2015). Centeno et al. (2017) pontuam que,
quando se promove a cobertura do solo, favorece-se o aumento da matéria orgénica, algo

possivel até em areas de solos arenosos, que possuem baixa matéria organica.

2.3 Microrganismos promotores de crescimento de plantas

Novos métodos tecnologicos tém sido criados e exercidos nas plantagdes para
proteger a cultura, aumentar a produtividade e proporcionar solo cultivavel. Nesse caso,
a biotecnologia possui um viés microbioldgico, ao prover isolados microbianos que
auxiliam nos campos da agricultura, industria e até medicina (YADAV, 2018).
Especificamente na biotecnologia microbiologica na area da agricultura, identificam-se
fungos e bactérias capazes de fornecer exsudatos as plantas em uma relacao simbiotica,
0 que leva ao crescimento da parte aérea e radicular, aumento na produtividade,
biofertilizagdo, controle de fitopatégenos, resisténcia e tolerancia a estresses (a)bioticos
(YADAYV, 2018).

Trabalhos como os de Alori, Glick e Babalola (2017), que estudaram os
Microrganismos Solubilizadores de Fosforos (MSF), constataram, por meio de uma
revisdo de literatura, as bactérias e os fungos com potencial solubilizador. Por um lado, o
P ¢ um nutriente essencial para o crescimento e a produtividade das plantas, cuja
deficiéncia geralmente se justifica pela baixa mobilidade e por fenomenos de fixagdo no
solo; por outro lado, a aplicacdo de fosfato em excesso causa danos ambientais (KANG
et al., 2011). Além disso, a deposi¢ao de fertilizantes no solo nem sempre fornece o P
primordial aos vegetais, o que demostra a necessidade de microrganismos para auxiliar
em sua solubiliza¢do, principalmente os inorganicos. H4, pois, amplos beneficios na
utilizagdo de microrganismos solubilizadores de fosfato, pois, além de promoverem
crescimento e desenvolvimento das plantas, alguns podem competir e inibir (antibiose)
contra os fitopatdogenos, o que perfaz o biocontrole destes e evita o emprego de defensivos
agricolas (CHET, 1987, TALLAPRAGADA; GUDIMI, 2011; ALORI; GLICK;
BABALOLA, 2017).

A atuacdo de microrganismos nos estresses abioticos ¢ frequentemente explorada
na ciéncia devido as mudangas climaticas. Grover et al. (2010) argumentam sobre o papel
dos microrganismos em estresse abioticos decorrentes das mudancgas climaticas, como
baixas/altas temperaturas e/ou escassez de agua. Eles discutem que a simbiose de
bactérias e fungos com as plantas fornece exsudatos e estimula os hormodnios dos vegetais
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para defesa e resisténcia a estresses. Em outra perspectiva, White, Sayer e Gadd (1997)
analisaram a propriedade de bactérias redutoras de sulfato que solubilizam e imobilizam
0s metais toxicos que contaminam agua e solo, ao realizarem a bioprecipitacdo (quando
se tornam corpos hidricos) e a biolixiviagdo em solos. Também notaram o potencial de
quelantes fungicos, oriundos de metabdlitos microbiolodgicos, para a solubilizagdo de
metais.

Outro estudo verificou a capacidade do fungo endofitico Piriformospora indica
para indugdo de tolerancia a seca e salinidade nas plantas. Os autores constaram que P.
indica possui um importante papel na tolerancia e adaptagdo de vegetais submetidos a
estresse hidrico e salino, o que ocasiona a formacdo de enzimas antioxidantes, uma
melhora na taxa fotossintética e o consequente crescimento das plantas; por conseguinte,
¢ um microrganismo de potencial comercial para favorecer a agricultura de modo
sustentavel, quando ha temporadas de veranicos, seca e salinidade (MAIA et al., 2020).

Em relacdo ao estresse biotico, foi verificada a presenga de Compostos Organicos
Volateis Microbianos (mCOVs) que liberam sinais quimicos para defender o vegetal de
estresses bidticos. Singh et al. (2021) avaliaram o potencial de Trichoderma viride BHU-
V2 em inibir o crescimento do patégeno Sclerotium solfsii em plantas de quiabo. Eles
citam que, no solo, 7. viride libera os COVs, os quais atuaram no mecanismo de defesa
da planta em uma cascata de sinalizagdo por meio de atividades enzimadticas, o que
influencia o crescimento e a biomassa vegetal, o teor de clorofila e as defesas sistémicas
das plantas, além de haver o biocontrole do fitopatogeno. Moraes, Ferraz e Chapla (2020)
corroboram o estudo anterior, ao ressaltarem que a produg¢dao de COVs a partir de fungos
endofiticos ¢ comumente usada para a micofumigacdo, que compreende a mistura de
COVs para realizar o biocontrole contra fitopatdgenos resistentes ou como alternativa aos
pesticidas.

Para a analise do potencial e a atividade microbioldgica na rizosfera, o método
reconhecido ¢ a utilizagao de solo rizosférico, ou seja, que se encontra proximo as raizes.
No entanto, ndo ha consenso sobre até¢ onde se deve coletar para obtengdo do referido;
porém, de acordo com os trabalhos subsequentes, esse solo ¢ aderido nas raizes ou onde
existe maior concentra¢ao de raizes no meio.

Sob esse viés, Li et al. (2018), em um experimento de replantio e esterilizagao de
solo, aplicaram o método de Luan et al. (2009), para quem o solo rizosférico ¢ coletado
entre 0 e 4 mm do solo restante nas raizes apds a leve sacudida da planta para a retirada
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do excesso. Enquanto isso, Pantigoso et al. (2019), em um experimento com mirtilo,
utilizaram cerca de 30 gramas de solo por planta, retiraram-na do vaso, a sacudiram
levemente para retirar o solo aderido as raizes e o consideraram rizosférico. E, nesse
interim, Carabali et al. (2020), em um experimento com cadmio, coletaram uma grama
do solo a 5 cm de profundidade do solo que restou nas raizes. Entre tais autores, identifica-
se que o solo rizosférico se adere as raizes, como ressaltado por Garcia, Roldan e
Hernandez (2005) e, por meio dele, é possivel extrair o Acido Desoxirribonucleico
(DNA) dos microrganismos existentes para analisar a frequéncia e diversidade dos que
compdem a comunidade microbiana em determinado solo, bem como certificar se sdo
passiveis de solubilizacdo de fosfato, importante nutriente para as plantas.

Quanto ao uso de inoculantes, a revisao feita por Mawarda et al. (2020) refletiu
sobre o potencial dos inoculantes em incidir nas comunidades microbianas residentes, em
que podem afetar, positiva ou negativamente, a composi¢ao da comunidade microbiana
residente. Isso pode ocorrer devido a antibiose que consiste em secrecdo ou compostos
quimicos com potencial de eliminar os microrganismos residentes no solo; aos exsudatos,
em que o microrganismo inoculado incentiva a mudanca dos exsudatos liberados pelas
raizes das plantas e influencia na composi¢cao da comunidade microbiana residente; ao
sinergismo, no qual os microrganismos residentes sob a interferéncia do inoculo podem
ter comunidades acrescidas, assim como criar uma dependéncia com os indculos ao se
sujeitarem ao funcionamento inadequado ou a existéncia delas na auséncia do inoculo; e
a competi¢do entre microrganismos em busca de recursos (MAWARDA et al., 2020).
Tais autores reforcam a necessidade de avaliar a interferéncia dos indculos nas
comunidades existentes por meio de metagendmica e elucidar o papel desses

microrganismos no solo.

2.3.1 Endofitismo

A infec¢ao por endofitismo ¢ onipresente nas plantas terrestres € em algumas
aquaticas — ¢ assintomadtica e interna, mas atua como simbiontes em uma relagdo entre
microrganismo e planta (STONE; BACON; WHITE JR., 2000). Sendo assim, os
endofitos possuem maior potencial para aquisicdo e exploracdo de metabodlitos
secundarios e enzimas atuantes em diversas fungdes, como aquisi¢ao e disponibilidade
de nutrientes, sinalizacdo e defesa, além de influenciar o metabolismo do hospedeiro
(SALVATORE; ANDOLFI; NICOLETTI, 2020; LUDWIG-MULLER, 2015).

12



Em um estudo com bananeiras infectadas por nematoides, havia diversos tipos de
fungos e bactérias endofiticas a partir das raizes contaminadas. Entretanto, foi observada
maior abundancia de bactérias em detrimento aos fungos, o que sugere que aquelas
possuem maior potencial de biocontrole de nematoides do que estes. Nesse caso, trés
bactérias foram dominantes e houve uma cepa de linhagem CA para o controle biologico.
Por fim, os autores indicaram a utilizacdo de microrganismos endofiticos devido ao
potencial de biocontrole para diminuir a necessidade de agrodefensivos no meio ambiente
(SU et al., 2017).

Por seu turno, outra pesquisa descreveu a relacao da diversidade e produtividade
em graminea festuca, com uma correlagao fortemente negativa nesse contexto. Isso pode
ser ocasionado, evidentemente, pela presenga de fungos endofiticos que fomentam a
competividade no ecossistema microbiologico (RUDGERS; KOSLOW; CLAY, 2004).

Enquanto isso, Schulz et al. (2002) ressaltaram os metabdlitos secundarios
produzidos por fungos endofiticos e seu potencial para regular o controle de patdégenos
que pode inibir algumas atividades das plantas hospedeiras como a fotossintese. Tais
fungos podem produzir enzimas para facilitar a penetragdo e colonizacdo nas referidas
plantas, fomentar uma associa¢do mutualistica com elas e reduzir a infec¢ao patogénica.
O equilibrio entre o fungo endofitico, planta hospedeira e fitopatégeno é sensivel as
variaveis e facilmente perturbado; no entanto, os autores recomendam bidtopos que
podem trazer maiores indices de garantia e seguranca no controle de fitopatdogenos e dos

demais potenciais.

2.3.2 Trichoderma

Fungos do género Trichoderma pertencem a familia Hyprocreaceae e sao
encontrados comumente na rizosfera — os Trichoderma s, em especial, sdo encontrados
em solos florestais e agricolas, sobretudo. Sua dificil identificagcdo se deve as semelhancas
morfologicas entre espécies do género supramencionado. Tal fungo ¢ caracterizado pelo
rapido crescimento, e os conidios possuem pigmento verde brilhante e sdo ramificados de
modo repetido (ZIN; BADALUDDIN, 2020).

Alguns fungos endofiticos do género Trichoderma possuem maior potencial na
fitorremediacdo, em biodefensivos, na resisténcia e/ou promocao de tolerancia a estresses
(a)bidticos das plantas (DRUZHININA et al., 2011; YADAYV, 2018; SINGH et al., 2021).
Eles sdo estudados para integrar a cadeia de microrganismos benéficos e serem
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empregados na agricultura sustentavel, para conhecer a interagdo entre ambiente (solo),
planta e microrganismos (BUSBY et al., 2017). Ressalta-se a imprescindibilidade de
entender onde estes ultimos estdo alocados, pois a biota pode interferir em suas atividades,
assim como o solo disposto a eles.

Tal género tem maior importancia para agricultura, cujo uso € essencial para a
produtividade da colheita, em virtude de seu potencial de crescimento e da atividade de
biocontrole de doengas (ZIN; BADALUDDIN, 2020). Nesse prisma, Tallapragada e
Gudimi (2011) identificaram o potencial de algumas espécies de Trichoderma como
solubilizadores de nutrientes, principalmente o P, ao fornecé-lo a planta, além do
nitrogénio (N). Atrelado ao crescimento dos vegetais, o estudo com eucalipto levou ao
uso de 7. asperellum como base de um condicionador de solo para crescer de fato — como
resultado do experimento, houve maiores incrementos no crescimento de diametro € no
tamanho das plantas (SILVA et al., 2017). Salienta-se, pois, que essa promo¢ao nao ¢ a
principal finalidade de um condicionador de solo, mas uma precursora, dado que sua
funcdo inicial ¢ influenciar nas propriedades bioldgicas para haver um melhor meio a
cultura (SILVA et al., 2017).

No estudo de Zhang et al. (2018), demonstrou-se o potencial do Trichoderma
como condicionador em gramineas e pastagens, no qual concluiram que o biofertilizante
(esterco de gado) e um microrganismo do género Trichoderma obtiveram maior efeito
em crescimento, biomassa de gramineas, favoreceram o microbioma e a troca de
exsudatos no solo e potencializaram a solubilizacdo de P as plantas e a atividade
micoparasitaria. Cumpre afirmar que a abordagem relativa ao emprego de biofertilizantes
para gramineas e pastagens ¢ pouco elucidada na literatura.

Justifica-se o papel de micoparasitismo dos Trichoderma , como mencionam Inbar
e Chet (1996), pelo comportamento antagénico dos microrganismos aos fungos
patogénicos, mas com um papel funcional no biocontrole de fitopatdgenos. Os autores
buscaram estruturar e elucidar esse caminho de resposta e informaram que os fungos do
género Trichoderma secretam compostos enzimaticos e adesivos para invadir a célula
hospedeira, ao executarem uma fung¢do especifica na cascata de resposta contra o
fitopatogeno para formagdo de estruturas infecciosas.

Na investigacdo de Gomez-Rodrigues et al. (2018), compreendeu-se que, apesar
da inibigdo da histona desacetilase e da consequente redu¢do no crescimento e potencial
de atividade de T. atroviride, foi identificada a atividade de micoparasitismo, ou seja,
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antagénica contra o fitopatdgeno Rhizoctonia solani e a producdo de metabolitos
secundarios para exercer o biocontrole. Em outro estudo, quando inoculados os conidios
de duas linhagens de 7. harzianum nas folhas infectadas por um patéogeno, esse
microrganismo possui o potencial mitigador que produz protease, a qual consegue
degradar as enzimas produzidas pelo patégeno que destroi a parede celular das plantas;
por conseguinte, 7. harzianum reduz os danos promovidos pelo patdgeno, a atividade e a
capacidade de infectar o vegetal (MACHADO et al., 2012).

Em se tratando dos fungos condicionares do solo, Kamal et al. (2018) asseveram
que as espécies mais usadas para esse fim sdo 7. harzianum, T. viride, T. reesi, T.
polysporum, T. koningii, T. harzianum ¢ T. viride, as quais serdo elencadas nos proximos

subtopicos.

2.3.3 Trichoderma atroviride

O fungo Trichoderma atroviride, de forma generalizada, evidencia atividades
otimistas para a agricultura sustentavel, ao atuar nas areas de biocontrole de fitopatogenos
e crescimento da cultura. Contreras-Cornejo et al. (2018) investigaram que tal fungo
induz a producdo de mCOVs, que, a depender das concentracdes as quais as larvas do
cartucho (Spodoptera frugiperda) eram expostas, diminuiam a alimentacdo das folhas de
milho ou até levavam a sua morte.

Em outro estudo, os autores concluiram que, nos tomates tratados com o fungo
Trichoderma atroviride, ocorreu o crescimento das plantas e a liberacdo de exsudatos
que inibiram as atividades do fitopatogeno Phytophthora cinnamoni (MACIAS-
RODRIGUEZ et al., 2018) — no que concerne a competitividade, houve um rapido
aumento na quantidade desse fungo no solo, o que ocasionou maior potencial de atividade
na simbiose com a planta. E Salas-Marina et al. (2011) examinaram, na planta-modelo
Arabidopsis, a interacdo de 7. atroviride em suas raizes, visto que tal microrganismo
colonizou a regido e produziu fitormdnios para o crescimento radicular e foliar do vegetal.

Chamme et al. (2021) sugerem uma novidade: o uso de pallets de madeira
inoculados com Trichoderma atroviride SC1, que decompde esse material e € liberado
de acordo com a irrigagdo (o pallet ira absorver a dgua e, com o tempo, se desintegrara,
ao passo que os pedacos de madeira se espalhardo no solo). Além disso, favorecem-se a
competividade, a distribui¢do dos microrganismos e a reducdo de outros microrganismos,
como os patdogenos. Sendo assim, obtiveram-se resultados promissores quanto ao isolado
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SC1, e os pallets de madeira sdo de facil aquisicao e encontrados em praticamente todos
os lugares; logo, fomenta-se a entrega de espécies de Trichoderma para favorecer a

qualidade do solo.

2.3.4 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

Esses fungos micorrizicos simbidticos sdo os mais antigos e difundidos, ou seja,
possuem uma relacao benéfica com solo e planta, além de trocas de favores mutuos, como
incentivo ao crescimento, absorc¢ao de nutrientes das plantas e maior interagdo com outros
microrganismos solo (JOHANSSON; PAUL; FINLAY, 2004).

O termo “micorrizosfera” se origina dos fungos que se associam as raizes, o que
corresponde a uma relagao simbiotica com as plantas (RAMBELLI, 1973). No entanto,
Johansson, Paul e Finlay (2004) contextualizaram esse conceito para a zona que contém
as raizes e o fungo simbidtico, bem como acrescentaram outra expressao — “hifosfera” —
para especificar somente a regido com hifas fungicas individuais. Como tais estruturas se
estendem em todo o solo, ou seja, estdo praticamente onipresentes na dimensdo da
rizosfera, os autores estendem novamente “micorrizosfera” a toda proporg¢ao de solo, nao
somente a localidade onde estdo as raizes em simbiose com os fungos.

Wang et al. (2019), ao discorrerem acerca da importancia dos FMA, citam que as
plantas inoculadas com os fungos puderam atenuar o estresse salino submetido a elas por
meio das disponibiliza¢des de recursos fornecidos pelos fungos inoculados — os FMA
possuem, portanto, o papel na mitigacdo do estresse abidtico a planta submetida. Além
disso, tais fungos possuem fung¢do relevante na solubilizacdo de nutrientes,
principalmente P e N inertes e/ou disponiveis no solo, ao fornecerem, via hifas, recursos
para as plantas se defenderem (ABREU et al., 2018) e para haver crescimento com ou
sem inoculagdo (COSTA; MELLONI, 2019).

Em concordancia a tais pressupostos, Romero-Arias et al. (2021) submeteram a
soja a tratamentos com fertilizantes e inoculacdo de FMA, com o objetivo de identificar
se as diferentes concentragdes e a presenca da micorriza acarretam diferencas
morfoagrondmicas nesse contexto. Aumentou-se o numero de vagens nos tratamentos
com inoculagdo de cepas de FMA, cujo uso pode reduzir o uso de fertilizantes como o
NPK, mesmo que a combinagao entre os dois promova maiores indices de rendimentos.

Um fator crucial para conseguir elevados rendimentos ¢ o potencial dos FMA em
serem disponibilizados na solucdo do solo, por possuirem maior cadeia de redes de hifas.
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De acordo com Marschner e Dell (1994), as plantas hospedeiras sdo assistidas por trés
tipos de fungos micorrizicos: ectomicorrizas, ericoides e arbusculares. As hifas externas
das micorrizas absorvem e fornecem nutrientes a planta, como, P, N, potassio (K), Zinco
(Zn) e cobre (Cu). Além disso, fungos ectomicorrizas e ericoides podem produzir
ectoenzimas, as quais permitem que as plantas hospedeiras tenham acesso as formas

organicas de N e P (MARSCHNER; DELL, 1994).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Instalacio do ensaio

O experimento foi instalado em casa-de-vegetagdo no Campus Gloria da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), de 7 de dezembro de 2021 a 16 de fevereiro
de 2022, o que corresponde ao periodo chuvoso no cerrado e coincide com a safra de
verao.

Plantas de soja e de milho cresceram em vasos com 14 dm® de solo com os
seguintes tratamentos: controle ndo inoculado em solos argiloso e arenoso; e aplicacao
do isolado fungico Trichoderma atroviride ATROV 14 em ambos os solos. Sendo assim,
se perfizeram quatro ensaios distintos em delineamento inteiramente casualizado com
oito repeti¢des para cada tratamento:

e Ensaio 1 —soja em solo argiloso
v' Controle, tratamento nio inoculado em solo argiloso cultivado com soja;
v' T. atroviride, tratamento inoculado com Trichoderma  atroviride
ATROV14 em solo argiloso cultivado com soja.
e Ensaio 2 — milho em solo argiloso
v" Controle, tratamento ndo inoculado em solo argiloso cultivado com milho;
v' T. atroviride, tratamento inoculado com Trichoderma  atroviride
ATROV14 em solo argiloso cultivado com milho.
e Ensaio 3 — soja em solo arenoso
v Controle, tratamento ndo inoculado em solo arenoso cultivado com soja;
v' T. atroviride, tratamento inoculado com Trichoderma  atroviride
ATROV14 em solo arenoso cultivado com soja.
e Ensaio 4 — milho em solo arenoso

v Controle, tratamento ndo inoculado em solo arenoso cultivado com milho;
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v' T. atroviride, tratamento inoculado com Trichoderma  atroviride

ATROV14 em solo arenoso cultivado com milho.

A empresa HTM Comércio e Laboratorios de Corretivos do Solo Ltda.
(Laboratorio Biosag®) forneceu o isolado fiingico. O solo argiloso foi coletado em um
Latossolo Vermelho Acrico tipico, sobre Cobertura Detrito-Lateritica (18°56'45.13"S ¢
48°12"35.20"), e o arenoso em um Latossolo Amarelo Distrofico tipico psamitico, sobre
arenito da Formacao Marilia (18°58'10.00"S e 48°1229.53"0O) (Tabela 1). Antes dos
ensaios, os solos foram peneirados em malha de 4 mm. Foram adicionados 0,381 g dm™
de carbonato de célcio no solo argiloso e 0,738 g dm™ no solo arenoso para correcdo de
pH e fornecimento de Ca. Aplicou-se 0,667 g dm™ de fosfato natural no solo argiloso e
0,667 g dm™ no solo arenoso. Aplicou-se 1,380 g dm™ de ureia dissolvida em 4gua
destilada no solo argiloso e 1,380 g dm™ no solo arenoso antes da semeadura, e 25 e 42

dias apds emergéncia das sementes.

TABELA 1 —Anélise quimica e de textura de Latossolo Vermelho Acricotipico de textura
argilosa e Latossolo Amarelo Distrofico tipico psamitico de textura arenosa utilizados
nos ensaios com soja € milho recebendo aplicacao de Trichoderma atroviride.

P Ca Mg K Al H+Al ¢t T pH V m Areia Silte Argila
mg dm? cmol, dm 1:2,5 % g kg!

Latossolo Vermelho Acrico tipico
11,5 2,17 1,17 0,23 0,1 4,73 3,67 8,3 51 43 3 250 100 650

Latossolo Amarelo Distrofico tipico

1 1,9 0,56 0,03 0,3 4,63 2,79 7,17 5,2 35 11 700 100 200
P, fosforo; Ca, célcio; Mg, magnésio; K, potassio; Al, aluminio; H+Al, acidez potencial; pH, potencial
hidrogenidnico; t, CTC efetiva; T, CTC pH 7,0; V%, saturagao por base; m%, satura¢do por aluminio.

As sementes de milho foram do cultivar Pioneer 3754 PWU PowerCore Ultra
(P3754PWU, combinagio das tecnologias Agrisure Viptera®, VT PRO 3%, Herculex® e
Roundup ReadyTM Milho 2- tratadas) — safra 2019/2021, fornecidas pelo professor
Mauricio Martins; e as de soja se originam do cultivar 4040 FOCO (ndo tratadas),
fornecidas pelo professor Hugo Catdo, do Laboratério de Producdo e Tecnologia de
Sementes da UFU.
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O experimento foi coletado quando se atingiu o pleno florescimento: no estagio
fenologico reprodutivo R1 a R2 no milho; e R2 na soja. Foram coletados o solo, a parte
aérea e as raizes. N o solo rizosférico, associado as raizes, determinaram-se as atividades
das enzimas fosfatase, B-glicosidase, arilsulfatase, hidrolise do diacetato de fluoresceina
(FDA), carbono da biomassa, respirometria ¢ a fertilidade do solo (pH, C-organico, N, P,
S, Ca, Mg, K, Al e H+Al). Nas raizes, se determinou a colonizacdo por fungos

micorrizicos arbusculares (FMA).

3.2 Temperatura e umidade

A temperatura e a umidade foram mensuradas de 7 de dezembro de 2021 a 17 de
fevereiro da 2022 por meio do termo-higrometro Modelo-Prolab STH-122 no fim de
tarde. O experimento sucedeu no periodo de chuva no cerrado; logo, notaram-se a
diminui¢ao na temperatura e o aumento da umidade no decorrer dos meses: no inicio do
experimento, ambos estavam a 33,8 + 1 °C e 49%, respectivamente, e, ao final, 20,6 = 1

°C e 86% (Figura 1).

FIGURA 1 — Medicao da umidade e temperatura ambiente de 07 de dezembro de 2021
a 17 de fevereiro de 2022, que corresponde ao periodo do experimento com ensaios de
milho e soja crescendo sobre solo argiloso e arenoso em casa-de-vegetacao. Linha laranja
corresponde a umidade (U) em porcentagem (%) e a linha azul corresponde a temperatura
(T) em Celcius (°C). Sendo a umidade de 49 a 86 % e temperatura de 19,5 a 33,8 = 1 °C.
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a33,8+1°C.
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Também se constatou que as temperaturas minima e maxima durante o
experimento foram de 15,7a 17,1 £ 1 °C e 42,1 a40,8 + 1 °C, respectivamente; e, quanto

as umidades minima ¢ maxima no mesmo contexto, de 49 a 86%.

3.3 Aplicacao de Trichoderma atroviride

A aplicacao do isolado fungico no solo se deu em trés momentos: na semeadura
com aplicacdo sobre sementes e no sulco da semeadura, e pulverizado aos 14 dias e 28
dias apds a semeadura de soja e milho. A determinacdo da concentragdo de conidios foi
realizada em Camara de Neubauer, com a dose para suspensio de 10° mL!'. Ento, se
padronizou uma suspensio contendo cerca de 10° conidios mL™! para aplicagdo do isolado
fingico.

As sementes foram previamente esterilizadas em NaClO 1% por trés minutos
(LOPEZ; SWORD, 2015) e, em seguida, realizou-se uma lavagem triplice com agua
destilada e secagem em papel filtro ao ar livre por 30 minutos. Logo, 1 mL da suspensao
de conidios foi aplicado a cada 100 sementes, para o tratamento com o isolado fingico, e
homogeneizado com o auxilio de um bastdo de vidro. Para o tratamento controle, 1 mL
de agua destilada foi aplicado a cada 100 sementes. Depois da homogeneizagdo,
armazenaram-se as sementes em geladeira a 4° C por uma noite ou até a semeadura nos
Vasos.

Aplicou-se 1 mL por sulco da suspensdo de esporos por meio de micropipeta no
momento da semeadura. A aplicagdo no solo aos 14 e 28 dias apds semeadura foi de 80
mL da suspensdo de conidios por vaso. Para isso, os vasos do tratamento 7. atroviride

foram retirados da casa-de-vegetacdo para afastamento dos vasos do tratamento controle.

3.4 Crescimento vegetal
Ap0s a coleta no estagio de florescimento, a massa seca da parte aérea e das raizes

foi determinada ap6s secagem a 60 °C até atingir uma massa constante.

3.5 Fertilidade do solo
O solo rizosférico foi coletado pelo desprendimento manual para determinar o pH,
o potencial de acidez, os macronutrientes, os micronutrientes, € o carbono organico,

conforme os métodos a seguir.
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3.5.1 pH em agua (1:2,5)

Mensurou-se o pH a partir de 10 g de solo colocados em recipiente pléstico,
juntamente com 25 mL de agua destilada (H>O). A solugao foi agitada por 15 minutos a
220 rpm e, posteriormente, deixada em repouso por 45 minutos. Calibrou-se o pHmetro
com solugdes tampao 4,0 e 7,0; as amostras foram agitadas com um bastdo, e o eletrodo,

introduzido para fazer a leitura (SILVA, 2009).

3.5.2 H+Al

Empregou-se o método do pH em tampao SMP para determinar o teor de H+AI.
Em 10 g de solo em recipientes plasticos, foram adicionados 25 mL de solugdo de cloreto
de célcio (CaCl2.2H>0; 0,01M) e 5 mL de solugao tampao SMP (pH 7,5). Os recipientes
foram agitados por 15 minutos a 220 rpm e, depois, ficaram em repouso por 45 minutos.

Apos esse periodo, inseriu-se um eletrodo nas amostras para realizar a leitura (SILVA,

2009).

3.5.3 Aluminio

Para a extragdo de Al, foram pesados 5 g de solo, colocados em recipiente plastico,
com a adicdo de 50 mL de solugdo de cloreto de potassio (KCI; 1M). Os recipientes
ficaram sob agitacdo por 15 minutos a 220 rpm e, depois, estiveram em repouso por 24
horas. Foram pipetados 25 mL da solugdo de extragdo de cada amostra e colocados no
Frasco de Erlenmeyer, no qual se adicionaram quatro gotas de azul de bromotimol. As
amostras foram tituladas com hidréxido de sédio (NaOH; 0,025M), até a solugao mudar

de cor (SILVA, 2009).

3.5.4 Calcio e magnésio

Para extragao de Ca e Mg, foram pesados 5 g de solo e colocados em recipiente
plastico juntamente com 50 mL de solucdo de cloreto de potassio (KCI, 1M). Agitaram-
se as amostras por 15 minutos a 220 rpm e, posteriormente, foram deixadas em repouso
por 24 horas. Entdo, pipetou-se 1 mL da solugdo extratora transferido para o tubo de
ensaio, no qual se adicionaram 9 mL de 6xido de lantanio 0,5%. A leitura das amostras

foi feita em espectrofotometro de absor¢do atdomica (SILVA, 2009).
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3.5.5 Enxofre
O enxofre (S) foi determinado via ICP-OES e extraido por acetato de amonio,

juntamente com acido acético da Safrar Analises Agricolas.

3.5.6 Fosforo e potassio

Para as andlises de P e K, foram pesados 5 g de solo, colocados em recipientes
plasticos com tampa. Entdo, se adicionaram 50 mL de solugdo extratora Mellich (H2SO4
0,025M e HC1 0,05M), agitados por 15 minutos a 220 rpm e, depois, deixados em repouso
por aproximadamente 24 horas.

A andlise das amostras para o calculo de K foi feita com a leitura em fotdmetro de
chama; e, na analise do P, foram pipetados 5 mL da solugao em béquer e adicionados 5
mL da solu¢do complexo B (molibdato de amonio e acido ascorbico). As amostras
ficaram em repouso por 45 minutos e, em seguida, a leitura foi realizada a 725 nm em

espectrofotometro (SILVA, 2009).

3.5.7 Boro

Empregou-se o método de microelementos com extragdo Mehlich modificado para
determinagdo da concentra¢do de B no solo(TEIXEIRA et al., 2017). Pesaram-se 5 g de
solo colocados em um tubo de Falcon de 50 mL, com a adi¢do de 25 mL de solugdo
extratora de Mehlich -1. Agitou-se por cinco minutos em agitador mecanico horizontal,
com filtragem imediata da suspensdo. Em seguida, determinou-se o micronutriente por
espectrometria de absor¢do atomica de chama por meio de lampada apropriada para esse

elemento e conforme este calculo:
microelemento(mgkg — 1) = Lx5.

Em que:

L ¢ a leitura do extrato em mg L.

Valor 5 equivale a 200/40 (200 da mudanca de 5 g para 1 kg de solo e 40 da divisdo de
1.000 mL para a aliquota de 25 mL).

3.5.8 Cobre, ferro, manganés e zinco
Nesse caso, aplicou-se o método de microelementos com extragio DTPA

(TEIXEIRA et al., 2017), com a pesagem de 10 g de solo colocados em uma vidraria de
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50 mL. Adicionaram-se 20 mL da solugdo extratora DTPA agitadas por duas horas em
agitador mecanico orbital a 220 rpm, com filtragem imediata da suspensdo. No filtrado,
determinaram-se os micronutrientes por espectrometria de absor¢ao atomica de chama
por meio de lampadas apropriadas para cada elemento ou por espectrometria de emissao
oOtica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Para tanto, realizou-se o seguinte

calculo:

microelemento(mgkg — 1) = Lx5.

Em que:

L ¢ a leitura do extrato em mg L.

Valor 5 equivale a 200/40 (200 da mudanca de 5 g para 1 kg de solo e 40 da divisdo de
1.000 mL para a aliquota de 25 mL).

3.5.9 Carbono organico total

Nesta andlise, foi pesado 1 g de cada uma das amostras de solo, colocadas em
recipiente plastico com 10 mL da solucdo digestora sulfocromica (Na2Cr.07.2H>0O, 4M
+ H2S04, 10M). As amostras foram agitadas por 15 minutos a 170 rpm e, posteriormente,
deixadas inertes por uma hora. Apds esse periodo, acrescentaram-se 50 mL de agua
destilada e os frascos ficaram em repouso por 24 horas, para haver a decantagao. A leitura

do resultado foi feita em espectrofotdometro a 650 nm (SILVA, 2009).

3.6 Biologia do solo

Nesta verifica¢do, consideraram-se alguns indicadores de qualidade do solo, como
respirometria do solo, b-glicosidase, fosfatase, arisulfatase e FDA (TABATABAI, 1994;
TAHAT et al.,, 2020) a partir do solo rizosférico coletado em consonancia ao

desprendimento do solo das raizes (GARCIA, ROLDAN; HERNANDEZ, 2005).

3.6.1 Colonizacao por fungos micorrizicos arbusculares

Estruturas fungicas internas as raizes foram coradas pelo método de Vierheilig e
Piché (1998). Lavaram-se as raizes em agua corrente para retirada do solo, cortadas em
fragmentos de 2 cm no tergo superior, médio e inferior do sistema radicular e colocadas
em cassetes histologicos que, na clarificacdo da raiz, foram imersos em KOH 10% por 16
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horas (geralmente pernoite). A solucdo foi renovada; os cassetes, incubados a 60 °C por
10 minutos; e as raizes, lavadas e colocadas em solugdo de HCI a 1% para acidificagdo.
Por fim, as estruturas fungicas foram coradas a 90 °C por trés minutos com uma solugao
de 5% de tinta de caneta Parker® comercial, 5% de acido acético e 10% de lactoglicerol.

Determinou-se a porcentagem de comprimento de raiz colonizada por FMA pelo
método de intersec¢do de linhas de grade proposto por Giovannetti ¢ Mosse (1980) em

um microscopio estereoscopio.

3.6.2 Carbono da biomassa microbiana

O carbono da biomassa foi determinado pela adaptacao do método de fumigagao-
extragdo descrito por Vance et al. (1987). Colocou-se uma por¢ao de solo em béqueres, e
os que possuiam triplicatas fumigadas se inseriram em dessecador forrado com papel
filtro umedecido com dgua — no centro dele, colocou-se um recipiente com cloroférmio.
Uma bomba de véacuo acoplada ao dessecador retirou todo o ar e o selou para ser
posteriormente armazenado em local escuro por 24 horas.

O C foi extraido em todas as amostras (fumigadas e ndo fumigadas) com 40 mL
de solugdo de sulfato de potéssio (K2SO4; 0,5M), sob agitagdo a 150 rpm durante 30
minutos — filtrou-se o extrato ap6s a decantagdo. Para a quantifica¢ao do dicromato, 8 mL
do extrato foram colocados em tubo de Falcon, com o acréscimo de 2 mL de dicromato
de potéassio (KoCr207; 0,0667M) e 15 mL da mistura de &cido sulftrico/fosforico
(H2SO4/H3POg4; 2:1). Essa solugdo foi colocada em banho-maria a 100 °C por 30 minutos.

Ap0s esfriar, transferiu-se a solugdo para tubos de Falcon de 50 mL, e 20 mL de
agua destilada foram adicionados até completar 45 ml de solugdo. Acrescentaram-se sete
gotas do indicador ferroina, e a titulacdo ocorreu com sulfato ferroso amoniacal até a

solugdo atingir uma colora¢do vermelha intensa.

3.6.3 Respirometria do solo

A respirometria foi calculada pela quantidade de CO» liberado pelo solo, de acordo
com a metodologia descrita por Stotzky (1965). Colocou-se uma porc¢ao de 100 g de solo
em frascos herméticos, cuja umidade foi ajustada para 60% da capacidade de retencao de
agua, fecharam-se os frascos e os armazenaram em local escuro durante seis dias para a

microbiota se aclimatar de fato. No sétimo dia, copos descartdveis com 10 mL de
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hidréxido de sodio (NaOH; 1M) foram colocados em cada frasco, para o NaOH reagir
com as moléculas CO; liberadas.

A primeira leitura ocorreu apos 24 horas, com a retirada dos copos plasticos dos
frascos e a adi¢cdo de 5 mL de cloreto de bario (BaCl>.2H,0O; 1M), juntamente com trés
gotas de fenolftaleina (1%). O NaOH residual foi estipulado pela titulagdo com &cido
cloridrico (HCI; 0,5M), e a determinagdo do CO; por esse procedimento aconteceu as

24h, 84h, 11, 21, 28, 35, 42 ¢ 49 dias depois da incubagao.

3.6.4 Atividade de p-glicosidase

A atividade da B -glicosidase foi determinada de acordo com o método descrito
por Tabatabai (1994), ao colocar 1 g de solo em tubos Falcon e adicionar 0,25 mL de
tolueno, 4 mL de tampao modificado universal (TMU) pH 6 e 1 mL de p-nitrofenol-B-D-
glicopiranosideo (PNPG, 0,05M, Sigma). Os frascos foram agitados rapidamente,
tampados e colocados em banho-maria por uma hora a 37 °C; em seguida, retiraram-se
as tampas para adicionar 1 mL de cloreto de célcio (CaClz; 0,5M) e 4 mL do tampao tris
(hidroximetil) aminometano (THAM, 0,1M, pH12). Por fim, os frascos foram agitados,
e a suspensao do solo, centrifugada.

Para os controles, adicionou-se 1 mL do PNPG ap6s o acréscimo de 1 mL de CaCl,
e 4 mL de THAM antes da centrifugagdo. A leitura ocorreu em espectrofotometro a 410

nm, baseada em uma curva padrdo de p-nitrofenol.

3.6.5 Atividade de fosfatase acida

A atividade de fosfatase acida também foi determinada de acordo com a
metodologia de Tabatabai (1994). Para a andlise, acrescentaram-se 1 g de solo, 0,2 mL
de tolueno, 4 mL de tampao acetato (0,5M, pH 5.,8) e 1 mL de solu¢do padriao de p-
nitrofenol fosfato (PNP, 0,05M, Sigma) em tubo Falcon. Depois, os tubos foram agitados
rapidamente, tampados e incubados por uma hora a 37 °C.

Depois de uma hora, adicionaram-se 1 mL de cloreto de célcio (CaCl,; 0,5M) e 4
mL de hidroxido de s6dio (NaOH; 0,5M) em todos os tubos agitados, e a suspensao foi
filtrada. Para os controles, se adicionaram 1 ml de CaCl, 4 ml de THAM e 1 mL de PNP
antes da centrifugacdo. A leitura em espectrofotdometro foi a 410 nm e se fundamentou

em uma curva padrao de p-nitrofenol.
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3.6.6 Atividade de arilsulfatase

Analisou-se esse tipo de atividade conforme o método descrito por Tabatabai
(1994). Para isso, colocaram-se 1 g de solo, 0,25 mL de tolueno, 4 mL de tampao acetato
(0,5M, pH 5,8) e 1 mL da solugdo padrao de p-nitrofenol sulfato (PNS, 0,05M, Sigma)
nos tubos Falcon, os quais foram agitados rapidamente, tampados e colocados em banho-
maria por uma hora a 37 °C.

Subsequentemente, retiraram-se as tampas e se adicionaram 1 mL de cloreto de
calcio (CaCly; 0,5M) e 4 mL de hidréxido de sddio (NaOH; 0,5M) para agitar os frascos
foram e filtrar a suspensdo. Para os controles, adicionaram-se 1 mL de CaCl,, 4 mL de
THAM e 1 mL do PNS antes da filtragem. As amostras foram lidas em espectrofotometro

a 410 nm, de acordo com uma curva padrao de p-nitrofenol.

3.6.7 Atividade da hidrolise do diacetato de fluoreceina (FDA)

A hidrolise do Diacetato de Fluoresceina (FDA) foi determinada pelo método
proposto por Adam e Duncan (2001), com a pesagem de 2 g de solo colocados em tubo
Falcon (50 mL) e a adigcdo de 15 mL de tampao fosfato de potassio (pH 7,6), 0,2 mL da
solugdo de FDA (Sigma) nas amostras e 0,2 mL de acetona nos controles. A solu¢do foi
levada ao banho-maria por uma hora a 30 °C e, apds esse intervalo, acrescentaram-se 15
mL de solugdo de extragdo cloroférmio/metanol (2:1) em todos os tubos, os quais foram
agitados e colocados novamente em banho-maria por mais 10 minutos a 30 °C.
Prepararam-se microtubos com capacidade de 2 mL, com 1 mL da solucdo de dilui¢do
tampao/metanol (3:1) — aqui se adicionaram 1 mL da solugdo retirada do banho-maria.
Os microtubos foram centrifugados por cinco minutos a 10.000 rpm, e as amostras, lidas

a 490 nm em espectrofotdmetro, segundo a curva padrdo de fluoresceina de sédio.

3.7 Analises estatisticas
Os quatro ensaios foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com
ou sem inoculagdo do Trichoderma atroviride e oito repetigdes para os dois tipos de
textura de solo (arenoso e argiloso). Submeteram-se os dados ao programa ACTION 2.9,
o qual usa a estatistica R, e a ocorréncia de outliers foi testada em graficos boxplot.
Ap0s isso, testou-se a homogeneidade das variancias dos tratamentos (teste de

Levene, p > 0,05) e, quando se verificou a heterogeneidade, foi empregado o teste de
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Welch — com a ocorréncia de dados homogéneos, realizou-se o teste ANOVA para avaliar
os pressupostos de aditividade, normalidade e independéncia. Os dados paramétricos
foram submetidos ao teste de médias Tukey (p < 0,05), ao passo que as variaveis nao
paramétricas passaram pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05), seguidas da comparagao
multipla das médias pelo teste de Dun. Para os graficos, empregou-se o programa

SigmaPlot 14.0.

4. RESULTADOS
4.1 Crescimento vegetal
Nos ensaios em solo argiloso cultivados com soja ou milho e naqueles realizados
no arenoso cultivado com soja, os tratamentos nao apresentaram diferencas entre si para
a massa seca da parte aérea (FIGURAS 2A, B e C, barras pretas) e das raizes (barras
cinzas). Por outro lado, no ensaio em solo arenoso cultivado com milho, a aplicagdo de
T. atroviride resultou em um incremento de 292,61% na parte radicular, em comparacao

ao controle (FIGURA 2D, barra cinza).
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FIGURA 2 — Crescimento vegetal, composto por massa seca da parte aérea e raizes de
plantas ndo inoculadas e inoculadas com Trichoderma atroviride em dois tipos de solos
e plantas. A, soja em solo argiloso. B, milho em solo argiloso. C, soja em solo arenoso.

D, milho em solo arenoso.
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P.A, parte aérea (colunas da esquerda). P.R, raiz (colunas da direita). Controle, tratamento
ndo inoculado (barras da esquerda preta e cinza, respectivamente). 7. atroviride,
tratamento inoculado com 7. atroviride ATROV14 (barras da direta preta e cinza,
respectivamente). Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si (p-valor < 0,05,
ha diferenca entre os tratamentos). Dados ndo paramétricos: ***Submetidos a log,
significancia 0,05

4.2 Fertilidade do solo

Nos ensaios cultivados com soja, os tratamentos de 7. atroviride resultaram pH do
solo mais baixo (4,88 no solo argiloso e 4,75 no solo arenoso) que o dos controles (5,32
no solo argiloso e 4,83 no solo arenoso) (TABELA 2). A soma de bases e a CTC foi
menor no tratamento 7. atroviride no ensaio em solo argiloso cultivado com soja.

Por outro lado, a aplicagao de T. atroviride resultou em melhorias nos ensaios com
milho. Houve aumento de matéria organica e CTC potencial no solo argiloso sob milho
que recebeu aplicacao do isolado fungico (TABELA 2). Em solo arenoso sob milho, a
aplicagdo do T. atroviride resultou em aumento do pH e diminui¢do de Al em comparagdo

com 0s tratamentos controle.
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TABELA 2 — Fertilidade do solo nos ensaios em solo arenoso ou argiloso cultivado com

milho ou soja.

FERTILIDADE DO SOLO

Parametro I-Il)zl-(l) \% m H+Al T Al
Unidade 1:2,5 % cmolc dm™
Tratamento

SOJA EM SOLO ARGILOSO

Controle 5,20+0,25a 47,00+2,05a 10,8+3,23a 4,82+0,55a 9,37+0,76a 0,53+0,17a
T. atroviride 4,88+0,25b 47,57+£2,05a 11,543,232 4,56+0,55a 8,52+0,76b 0,51+0,17a

SOJA EM SOLO ARENOSO

5’1Oi0’1:1' 40,3817,?162 10,43+4,70a 4,09+0,64a 6,84+0,68a 0,26+0,18a

5=00i0’ij 46’63i7’6&62 0,13+4,70a 3,830,642 7,150,682 0,35+0,18a

Controle

T. atroviride

MILHO EM SOLO ARGILOSO

=+ +
39,25 4’3313 15,63 3’923 5,25+0,49a 8,49+0,46b 0,61+0,15a

39,2544,31 15,00+3,96
a’ a’

Controle 4,83+0,19a

T. atroviride 4,75+0,19a 5,53+0,49a 9,12+0,46a 0,63+0,15a

MILHO EM SOLO ARENOSO

Controle 5,05+0,16b 39,00+7,62a 13,67+5,86a 4,24+0,40a> 7,02+0,95a 0,38+0,13a?

T. atroviride 5,24+0,16a 38,33+7,62a 8,33+£5,86a 3,87+0,40a’ 6,56+0,95a 0’2Oi0’13l§

Controle sdo os tratamentos nao inoculado. 7. atroviride sao os tratamentos inoculado
com T. atroviride ATROV14. MO, matéria organica; V, satura¢do da CTC potencial por
bases; m, saturagao da CTC efetiva por aluminio; H+Al, potencial de acidez; SB, soma
de bases; T, CTC a pH 7,0; Al, aluminio. Médias e medianas seguidas de mesma letra
nio se diferem entre si).'Dados niio paramétricos, submetidos a Kruskal Wallis (p < 0,05),
significAncia 0,05. ?Dados ndo paramétricos, submetidos a Teste de Welch (p < 0,05)
3Dados normalizados por transformagio de log.

Quanto aos nutrientes, no ensaio em solo argiloso cultivado com soja, o controle
obteve pequeno incremento de Mg em relagdo ao tratamento 7. atroviride — nos outros
parametros, ndo houve diferenca significativa (TABELA 3 e 4). Quanto ao ensaio em
solo argiloso cultivado com milho, ndo se verificou diferenga entre os tratamentos
(TABELA 3 e 4). Por outro lado, o ensaio em solo arenoso cultivado com soja obteve
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maior quantidade de Ca nos tratamentos 7. atroviride, sem diferenca significativa nos
outros parametros (TABELA 3).

Ensaios em solo argiloso cultivado com soja/milho e em solo arenoso cultivado
com soja ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos em relagao aos micronutrientes
(TABELA 4). Entretanto, no ensaio em solo arenoso cultivado com milho, obteve menor

teor de Zn no solo com o tratamento 7. atroviride, em comparacao ao controle (TABELA
4)

TABELA 3 - Fertilidade do solo, macronutrientes nos ensaios em solo arenoso ou

argiloso cultivado com milho ou soja.

MACRONUTRIENTES
Parametros K Ca Mg S B
Unidades mg dm™ cmolc dm™ mg dm™
Tratamento
SOJA EM SOLO ARGILOSO
Controle 0,36+0,07a° 3,4£0,3a 0,58+0,05a 278+72a 0,26+0,02a'
T. atroviride 0,330,072’ 3,1£0,3a 0,51+0,05b 258+72a 0,23+0,2a'

MILHO EM SOJO ARGILOSO
Controle 0,21+0,04a 2,8+0,4a!  0,33£0,06a 188+29a 0,21+0,03a
T. atroviride 0,22+0,04a 2,9+0,4a'  0,31+£0,06a 185+29a 0,19+0,03a

SOJA EM SOLO ARENOSO
Controle 0,21+0,05a 2,4+0,6b 0,16+0,04a 243+47a 0,18+0,04a
T. atroviride 0,19+0,05a 3,0£0,6a 0,16+0,04a 282+47a 0,15+0,04a
MILHO EM SOLO ARENOSO
Controle 0,29+0,10a 2.37+0,8a® 0,12+0,05a 203+65a 0,15+0,02a?

T. atroviride 0,39+0,10a 2,02£0,8a° 0,14+0,05a 232+65a 0,18+0,02a’
Ca, calcio; Mg, magnésio; S, enxofre; K, potassio; B, boro. Dados submetidos a
significancia 0,05. Médias e medianas seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si
(p-valor < 0,05, ha diferenca entre os tratamentos). 'Dados ndo paramétricos, submetidos
a Kruskal Wallis, significincia 0,05. ?Dados niio paramétricos, submetidos a Teste de
Welch, significancia 0,05. *Dados niio paramétricos, submetidos a log, significancia 0,05.
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TABELA 4 — Fertilidade do solo, micronutrientes nos ensaios em solo arenoso ou

argiloso cultivado com milho ou soja.

MICRONUTRIENTES
Parametros Cu Fe Mn Zn
Unidades mg dm
Tratamento
SOJA EM SOLO ARGILOSO
Controle 0,64+0,06a 86,29+4,12a 3,18+0,33a 1,68+0,13a
T. atroviride 0,59+0,06a 85,29+4,12a 3,08+0,33a 1,57+0,13a
MILHO EM SOJO ARGILOSO
Controle 0,55+0,03a 82,25+10,33a 2,76+0,32a° 1,42+0,11a
T. atroviride 0,58+0,03a 81,23+10,33a 2,59+0,32a> 1,48+0,11a
SOJA EM SOLO ARENOSO
Controle 0,61+0,05a 38,5+18,03a 1,8+0,71a° 0,24+0,06a
T. atroviride 0,61+0,05a 24,88+18,03a 1,84+0,71a’ 0,25+0,06a
MILHO EM SOLO ARENOSO
Controle 0,53+0,05a 20,4+14,42a 1,57+0,07a 0,29+0,09a
T. atroviride 0,5+0,05a 29+14,42a 1,08+0,07a 0,17+0,09b

Cu, cobre; Fe, ferro; Mn, manganés; Zn, zinco. Dados submetidos a significancia 0,05.
M¢édias e medianas seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si (p-valor < 0,05, ha
diferenca entre os tratamentos). 'Dados ndo paramétricos, submetidos a Kruskal Wallis,
significancia 0,05. 2Dados ndo paramétricos, submetidos a Teste de Welch, significancia
0,05. *Dados nio paramétricos, submetidos a log, significancia 0,05.
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O tratamento 7. atroviride incrementou a concentragdo de P no solo arenoso

cultivado com soja (FIGURA 3C).

FIGURA 3 — Fosforo de solos ndo inoculados e inoculados com Trichoderma atroviride
em dois tipos de solos e plantas. A, soja em solo argiloso. B, milho em solo argiloso. C,

soja em solo arenoso. D, milho em solo arenoso.
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Controle, tratamento ndo inoculado (barra preta). 7. atroviride, tratamento inoculado com
T. atroviride ATROV14 (barra cinza). Médias e medianas seguidas de mesma letra ndo
se diferem entre si (p-valor < 0,05, ha diferenca entre os tratamentos). Significancia de
0,05. Dados ndo paramétricos: *Submetidos a Kruskal Wallis, **Submetidos ao teste de
Welch, todos a significancia de 0,05.

O ensaio em solo argiloso/arenoso cultivado com soja e os ensaios em solo
arenoso cultivado com milho ndo apresentaram diferenca significativa de teor de carbono
organico entre os tratamentos (FIGURAS 4A, C e D). Em contrapartida, no ensaio em
solo argiloso cultivado com milho, semelhantemente ao ensaio em solo arenoso cultivado
com milho, a aplicagdo de 7. atroviride resultou em maior quantidade de carbono

organico no solo (FIGURA 4B).
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FIGURA 4 — Carbono organico de solos nao inoculados e inoculados com Trichoderma
atroviride em dois tipos de solos e plantas. A, soja em solo argiloso. B, milho em solo

argiloso. C, soja em solo arenoso. D, milho em solo arenoso.
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Controle, tratamento ndo inoculado (barra preta). 7. atroviride, tratamento inoculado com
T. atroviride ATROV14 (barra cinza). Médias e medianas seguidas de mesma letra ndo
se diferem entre si (p-valor < 0,05, ha diferenca entre os tratamentos). Significancia de
0,05. Dados nao paramétricos: *Submetidos a Kruskal Wallis, **Submetidos ao teste de
Welch, ***Submetidos a log, todos a significancia de 0,05.

4.3 Biologia do solo
4.3.1 Colonizacao por fungos micorrizicos arbusculares

No solo argiloso sob a cultura de soja, decresceu-se a coloniza¢do micorrizica no
tratamento inoculado com 7. atroviride (FIGURA 5A). Por outro lado, na aplicacao do
T. atroviride ATROV 14 no solo, ndo se notaram diferencgas significativas na colonizacao
micorrizica, seja nos ensaios em solo argiloso para a cultura de milho ou nos ensaios em

solo arenoso para as de milho e soja (FIGURAS 5B e 6A e B).
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FIGURA 5 - Colonizagdo micorrizica em soja cultivado em solo argiloso (A) e em solo
arenoso (B) inoculado com Trichoderma atroviride.
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tratamento ndo inoculado (barra preta). 7. atroviride, tratamento inoculado com 7.
atroviride ATROV 14 (barra cinza). Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem entre
si (p-valor < 0,05, ha diferenga entre os tratamentos). Significancia de 0,05.
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FIGURA 6 — Colonizagdo micorrizica em milho cultivado em solo argiloso (A) e em
solo arenoso (B) inoculado com Trichoderma atroviride.
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C, hifas externas a raiz. D, vesiculas intracelulares na raiz. E, micorrizicas arbusculares e
hifas intracelulares na raiz. Controle, tratamento nao inoculado (barra preta). T.
atroviride, tratamento inoculado com 7. atroviride ATROV14 (barra cinza). Médias
seguidas de mesma letra nao se diferem entre si (p-valor < 0,05, ha diferenca entre os
tratamentos). Significancia de 0,05.

4.3.2 Carbono da biomassa microbiana e respirometria do solo
Quanto ao carbono da biomassa microbiana, ndo houve diferenga entre os

tratamentos em cada ensaio (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — Carbono da biomassa microbiana de solos ndo inoculados e inoculados com
Trichoderma atroviride em dois tipos de solos e plantas. A, soja em solo argiloso. B,
milho em solo argiloso. C, soja em solo arenoso. D, milho em solo arenoso.
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T. atroviride ATROV 14 (barra cinza). Médias seguidas de mesma letra nao se diferem
entre si (p-valor < 0,05, ha diferenca entre os tratamentos). Significancia de 0,05. Dados
nao paramétricos: ***Submetidos a log, a significancia de 0,05.
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Nenhum dos ensaios apresentou diferenca significativa entre os tratamentos

(FIGURA 8).

FIGURA 8 — Respiragdo basal de solos ndo inoculados e inoculados com 7richoderma
atroviride em dois tipos de solos e plantas. A, soja em solo argiloso. B, milho em solo

argiloso. C, soja em solo arenoso. D, milho em solo arenoso.
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T. atroviride ATROV 14 (barra cinza). Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem
entre si (p-valor < 0,05, ha diferenga entre os tratamentos). Significancia de 0,05. Dados

nao paramétricos: ***Submetidos a log, a significancia de 0,05.

4.3.4 Atividade enzimatica no solo
No ensaio em solo argiloso cultivado com soja, a aplicacdo de 7. atroviride

resultou em menor atividade de B-glicosidase em comparagdo ao controle, enquanto a

fosfatase, a arisulfatase e a FDA nao apresentaram diferenca entre os tratamentos

(FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Atividade enzimatica no ensaio com solo argiloso cultivado com soja
composto pelos tratamentos nao inoculado (barra preta) e inoculado com 7. atroviride
(barra cinza). A, B-glicosidase; B, fosfatase; C, arisulfatase; D, hidrolise do diacetatado

de fluoresceina (FDA).
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Me¢édias e medianas seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si (p-valor < 0,05, ha
diferenca entre os tratamentos). Significancia de 0,05. Dados ndo paramétricos:
*Submetidos a Kruskal Wallis, significancia 0,05.

No ensaio em solo argiloso cultivado com milho, a FDA apresentou menor
atividade no tratamento com aplicacao de 7. atroviride (FIGURA 10D), ao ser comparada
com o controle, enquanto B-glicosidase, fosfatase e arisulfatase nao indicaram diferenca
entre os tratamentos (FIGURAS 10A, B e C). Ensaios em solo arenoso cultivado com

soja ou milho ndo exibiram nenhuma diferenca entre seus tratamentos (FIGURAS 11 e

12).
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FIGURA 10 - Atividade enzimatica do ensaio com solo argiloso e cultivado com milho
composto pelos tratamentos nao inoculado (barra preta) e inoculado com 7. atroviride
ATROV14 (barra cinza). A, B-glicosidase; B, fosfatase; C, arisulfatase; D, hidrolise do

diacetatado de fluoresceina (FDA).
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Médias e medianas seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si (p-valor < 0,05, ha
diferenca entre os tratamentos). Significancia de 0,05.
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FIGURA 11 - Atividade enzimatica no ensaio com solo arenoso e cultivado com soja
composto pelos tratamentos ndo inoculado (barra preta) e inoculado com 7. atroviride
(barra cinza). A, B-glicosidase; B, fosfatase; C, arisulfatase; D, hidrolise do diacetatado

de fluoresceina (FDA).

—

I 5 . T }
:' 1,4 @ B-glicosidase j 25 Fosfatase**
'212 4 e 2,0 ” <
21,0 3 T
2 2 < 15
70,8 | - g 7
% 0,6 - —g' 1,0
— P
g% g 0,5
'EII' 0.2 .g L3
=%
20,0 - 0 0,0
— —
I 5 I
=04 @ Arisulfatase -g i’g @ FDA
i o 1,0 7
I a 2 16
° ..
0,3 - 2
2 . 3 14 1
) :
60,2 ! o0 1,0 |
=) = 0.8
£ ERY;
§0,1 £’
_?. E 0.4
2 = 0.2 7
£00,0 : S0 0,0 -
=" Controle T. atroviride = Controle T. atroviride
Tratamentos Tratamentos

Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si (p-valor < 0,05, hé diferenca entre
os tratamentos). Significancia de 0,05. Dados ndo paramétricos: **Submetidos a teste de

Welch, significancia 0,05.
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FIGURA 12 — Atividade enzimatica no ensaio com solo arenoso ¢ cultivado com milho
composto pelos tratamentos ndo inoculado (barra preta) e inoculado com 7. atroviride
(barra cinza). A, B-glicosidase; B, fosfatase; C, arisulfatase; D, hidrolise do diacetatado

de fluoresceina (FDA.
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Médias seguidas de mesma letra ndo se diferem entre si (p-valor < 0,05, hé diferenca entre
os tratamentos). Significancia de 0,05. Dados ndo paramétricos: **Submetidos a teste de

Welch, significancia 0,05.

5. DISCUSSAO

A aplicacao do isolado de T. atroviride resultou em comportamentos diferentes de
acordo com a espécie vegetal e a classe de solo. Em milho, o tratamento com 7. atroviride
aumentou a massa seca de raizes, o pH, e diminuiu a concentracdo de Al e Zn em solo
arenoso. Sobre solo argiloso, a aplicacdo de 7. atroviride aumentou o teor de carbono
organico e a CTC potencial, e diminuiu a atividade de FDA do solo sob o milho.

Em soja, a aplica¢do do isolado fungico resultou em diminui¢do do pH, CTC
potencial, concentracdo de Mg, colonizagdo micorrizica e atividade de -glicosidase em
solo argiloso. Entretanto, em solo arenoso, o tratamento fungico resultou em diminui¢ao

do pH, mas em aumento da concentracao de Ca e P.
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Reunindo os resultados, dentre uma vasta gama de varidveis, encontraram-se
efeitos benéficos distintos para cada tipo de solo: (1) sob crescimento do milho,
relacionados a pH e diminui¢do de Al em solo arenoso, € a matéria organica que confere
mais cargas negativas (CTC) no solo argiloso, e (2) sob crescimento da soja, a

concentragdo de macronutrientes (Ca e P) em solo arenoso.

5.1 Crescimento vegetal

O incremento nas raizes do milho crescido em solo arenoso pode ocorrer devido a
promocao de crescimento radicular do 7. atroviride ATROV14 (Rao et al. (2022); Chen
et al. (2021)). Esse fendomeno pode estar relacionado a atuagao de COVs e fitohormdnios
como Visto no crescimento em tomate sob aplicagdo da cepa T. atroviride 1.Z42 (Rao et
al. (2022). Além de fitohormonios como o AIA, a agdo de sideréforos pode estar
associada ao crescimento vegetal, como observado por Chen et al. (2021) na aplicagdo de
T. atroviride LX-7 sobre a couve Pak-Choi.

Por outro lado, ensaios com algumas espécies vegetais e linhagens de
Trichoderma ndo trazem o potencial de promocao de crescimento vegetal (Lopez-Bucio,
Pelagio-Flores e Herrera-Estrella (2015),. Essa variagdo de efeitos se deve ao fato de
haver interacdes especificas nos sistemas solo-planta-Trichoderma que afetam a atuacao

do microrganismo.

5.2 Fertilidade do solo

Propriedades quimicas sdo importantes para o funcionamento adequado do solo,
ao suprirem as necessidades biologicas e fisiologicas da biota do solo e,
consequentemente, as das plantas. Assim como os microrganismos influenciam na
matéria organica e os ciclos dos nutrientes (TAJIK; AYOUBI; LORENZ, 2020), por
exemplo, o Trichoderma spp. possui potencial em promover maior disponibilidade de
nutrientes para os vegetais, através da exsudagdao de substancias (ex: sideréforos) ou
através da modulagdo da arquitetura radicular (SANI et al., 2020), assim como, a
comunidade microbiana e as propriedades fisicas quimicas (ex: MO, particulas como silte
e argila, pH, etc) podem interferir no crescimento de 7richoderma spp. como observado
por MAYO-PRIETO et al. (2021).

A aplicagdo de T. atroviride em ensaios sob soja resultou em diminui¢do do pH,
tanto em solo arenoso como argiloso, com reflexo na soma de bases e na CTC mais baixa
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para o solo argiloso, o que afeta negativamente na fertilidade (SILVA, 2018). O pH mais
acido pode ser justificado pela mineralizagdo da matéria organica, em que hé liberacao
de 4cidos organicos, CO2 e de amonia oriunda, liberando ions H" devido a hidrdlise na
diluicao de acidos carbonatos e no processo de nitrificagcao (GIULIANI, 2015; HALIFU
etal., 2019).

O pH ¢ relevante para a qualidade do solo, pois também esta relacionado a
disponibilidade de nutrientes para ele e a planta. Na maioria das plantas, o pH ideal ¢ 6,0
(FAGERIA; ZIMMERMANN, 1998), e a acidez elevada representa um aspecto
prejudicial para o desenvolvimento do vegetal, por limitar a troca de cétions e o
crescimento da planta (SILVA, 2018).

Por outro lado, os casos que o Trichoderma aumenta o pH poderiam ser
explicados pela promogao do crescimento das plantas, com a consequente diminuigdo da
respiragdo das plantas (HALIFU et al., 2019). Isso pode ser corroborado pelo incremento
do pH no tratamento 7. atroviride do ensaio em solo arenoso cultivado com milho, devido
a ampliagdo da biomassa radicular observada no mesmo tratamento. Porém, houve
acréscimo na CTC do ensaio em solo argiloso cultivado com milho, com respaldo no
aumento de matéria organica no solo que, igualmente, foi maior que o nao inoculado no
mesmo ensaio. A matéria organica possui alta concentragdo de cargas negativas
comparada com os minerais (SILVA, 2018; GIULIANI, 2015), sendo que este
incremento de carbono organico pode vir da maior exsudagao das raizes (HALIFU et al.,
2019).

Como salientado anteriormente, o Trichoderma spp. possui um papel importante
na ciclagem dos nutrientes no solo, em que podem degradar os nutrientes oriundos da
fotossintese para a planta investir no crescimento vegetal, assim como gerir o ciclo dos
nutrientes e o fluxo de energia do solo devido a eficiéncia do processo de degradacgao de
nutrientes macromoleculares do solo (HALIFU et al., 2019).

Em solo arenoso sob soja e com aplicagdo do isolado flngico, a maior
disponibilidade de Ca e P pode vir da atividade de solubilizagdo de minerais ou de
mineralizagdo do 7. atroviride ou de populagdes estimuladas por ele (TANDON et al.,
2020).

Evidentemente, 7. atroviride ATROV 14 pode contribuir com a disponibilidade
dos macronutrientes P e Ca, para o solo arenoso cultivado com soja. Para o solo arenoso
cultivado com milho, o teor menor de aluminio ¢ explicado pelo pH mais alto com
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aplicacdo do isolado fingico. Esse efeito ¢ importante em solos em climas tropicais
umidos ou equatoriais, onde a acidificag@o ¢ acentuada, e o Al trocavel pode tornar o solo

improprio para a agricultura (SHETTY, 2021).

5.3 Biologia do solo
5.3.1 Colonizac¢ao por fungos micorrizicos arbusculares

A colonizagdo micorrizica ¢ um indicador de qualidade do solo, pois a presenga
desse tipo de fungo favorece o crescimento vegetal e das defesas contra fatores (a)bioticos
(READ & SMITH, 2010; DOWARAH, GILL & AGARWALA, 2021; DIAGNE et al.,
2020). Estudos anteriores indicaram o efeito de outra espécie do mesmo género, o
Trichoderma asperellum, aumentando a coloniza¢do micorrizica por FMA em feijoeiro
(ALVES et al.,, 2021) e em milho e soja crescendo sobre solo arenoso e argiloso
(BARBOSA et al. (2022). Em Barbosa et al. (2022), isso foi correlacionado com se a
nutricdo da planta (K, P, S e Cu em milho) e a atividade enzimética (como a FDA em
soja).

No entanto, a aplica¢do do 7. atroviride nao resultou em estimulo da colonizagdo
das raizes por FMA, e reduziu a porcentagem em raizes de soja em solo argiloso. Este
resultado pode ser ocasionado pela natureza do Trichoderma , ou seja, ¢ um fungo
competitivo e antibidtico. Em alguns estudos, a colonizagdo micorrizica e por
Trichoderma podem atuar negativa ou positivamente no efeito de ambos. Valquez et al.
(2000) explicitam que a colonizag¢do micorrizica cortou o efeito positivo do Trichoderma
; no entanto, o Trichoderma nao foi agressivo o suficiente para inibir a a¢do da micorriza.
No entanto, , a inoculagdo no conjunto de FMA e Trichoderma harzianum agiu de modo
positivo no efeito de ambos, com ampla colonizacdo e estimulo ao crescimento e
desenvolvimento da planta a partir do didlogo molecular entre os dois microrganismos
(Poveda et al.,, 2019). A interacdo no hospedeiro Arabsopsis thaliana afetou

significativamente as vias dos fitormonios, como os acidos salicilico e jasmonico.

5.3.2 Carbono da biomassa microbiana e respiracio do solo

A auséncia de efeitos dos tratamentos sobre o carbono da biomassa também foi
relatado por Silva et al. (2021), de forma semelhante aos resultados de carbono da
biomassa apresentados. No entanto, Anshu et al. (2022) observaram que um mix de

Trichoderma tolerantes a salinidade (7. koningiopsis NBRI-PRS5 (PRS5) e T. asperellum
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NBRI-K14 (K14) podem potencializar a quantidade de carbono da biomassa microbiana
nos arrozais. Neste sentido, os efeitos sobre a biomassa microbiana s3o dependentes da
espécie de Trichoderma aplicada e da interagdo com solo e hospedeiro vegetal.

A emissdao de CO; a partir da incubagao dos solos também nao se alterou pelos
tratamentos, assim como observado Barbosa et al. (2022) na aplicacdo de Trichoderma

asperellum.

5.3.4 Atividade enzimatica no solo
A atividade das enzimas sao bons indicadores da atividade bioldgica do solo (LEE

et al., 2020). A B-glicosidase ¢ uma enzima responsavel pela ciclagem de carbono com
degradagdo de cadeia de carboidratos de menor peso molecular. Na degradagdo da
celubiose, por exemplo, corresponde a uma fonte de energia para incrementar € manter a
comunidade microbiana.

Por sua vez, a fosfatase ¢ dividida em 4acida, oriunda das atividades das plantas e
dos microrganismos; ¢ alcalina, advinda da atividade microbiana (OBERSON, 1996).
Ademais, tal enzima esta relacionada com a mineralizacao do P no solo e os nutrientes
para a planta (TABATABALI 1994).

A arisulfatase foi a primeira das sulfatases detectadas na natureza, cuja fun¢ao no
solo ¢ auxiliar na mineralizacdo de S e participar do ciclo do S e do consequente
crescimento da planta. Ela estd correlacionada com a matéria organica, em que sua
atividade diminui com o decorrer do aprofundamento do perfil do solo (TABATABALI,
1994).

Enzimas responsaveis pela hidrolise do diacetato de fluoresceina sdo abundantes
no solo, como esterases, proteases e algumas lipases. Elas estdo envolvidas no processo
de decomposicdo de proteinas, lipidios e outros tipos de tecidos (DICK, 1997; ADAM,;
DUNCAN, 2001).

Em um estudo com Pinus sylvestris, verificou-se o aumento da atividade
enzimatica, como urease, catalase, sacarase, fosfatase acida nas plantas inoculadas com
Trichoderma virens e T. harzianum (HALIFU et al., 2019). Em contrapartida, ndo houve
dados semelhantes nesta pesquisa, € sim a redug¢do da atividade enzimatica da [-
glicosidase e FDA em solos de textura argilosa. Isso pode estar relacionado ao baixo pH
(EMMERT et al., 2021), assim como a competividade entre as comunidades microbianas

devido ao potencial de antibiose do Trichoderma (MAWARDA et al., 2020).

45



5.4 Efeitos gerais

Por fim, os achados indicam que os efeitos da aplicagdo do isolado 7. atroviride
ATROV14 sao dependentes da interacdo da planta cultivada e do solo. Em geral, os
efeitos benéficos se pronunciaram quando se aplicou o isolado fingico nas duas classes
de solo sob milho, e no solo arenoso sob soja. E necessério destacar que algumas variaveis
benéficas tiveram valores reduzidos no solo argiloso sob soja. de acordo com os dados
apresentados, o pH pode ter interferido na resposta e interacao do 7. atroviride ATROV14
no solo-planta. No entanto, foram apresentados dados que podem contribuir para a

validagdo do T. atroviride ATROV 14 como condicionador biologico.

6. CONCLUSOES

Os efeitos no solo e na planta da aplicacao de Trichoderma atroviride dependem
da interagdo solo-planta-isolado fungico. Em suma, os efeitos positivos observados
foram:

(1) O incremento das raizes e do pH e diminui¢do da concentracdo de Al do solo
arenoso sob crescimento do milho;

(2) O aumento dos teores de C-organico e CTC em solo argiloso sob milho; e

(3) O acréscimo das concentragdes de P e Ca no solo arenoso sob crescimento de
soja.

Efeitos negativos relacionados a atividade enzimatica ocorreram na enzima f3-
glicosidase para o tratamento de soja cultivada no solo argiloso e a hidrdlise da FDA no
tratamento de milho cultivado em solo argiloso. Quanto aos pardmetros quimicos, houve
efeito negativo no pH tanto do tratamento com soja cultivada em solo argiloso como em
solo arenoso; reducdo de SB, T e Mg no tratamento de soja cultivada em solo argiloso e
Zn no tratamento de milho cultivado em solo arenoso.

Destarte, apesar dos efeitos distintos para cada cultura e solo, pode-se concluir
que Trichoderma atroviride ATROV 14 pode ser utilizado como condicionador
biologico do solo, principalmente para a cultura de milho nas duas classes de solo, e de

soja sob solo arenoso.
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