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RESUMO

Existe a necessidade de maior produtividade agricola, devido ao crescimento
constante da populacdo mundial. Nesse sentido, ha uma extensa busca por organismos
benéficos ao crescimento vegetal. Os microrganismos benéficos podem ser uma
alternativa ao uso de insumos agricolas provenientes de mineracdo ou sintéticos. Esses
microrganismos podem, além de influenciar o sistema de defesa da planta, controle de
patogenos, e regulacdo de fitorhormonios, também resultar em condicionamento do solo,
como aumento do teor de carbono organico no solo. O conhecimento sobre o conteudo
de matéria organica no solo e suas correlagdes com atividade e biomassa microbiana pode
revelar mecanismos de condicionamento do solo. Nesse sentido, o objetivo da presente
pesquisa foi entender os efeitos de cinco isolados fingicos rizosféricos sobre a matéria
organica, a respirometria (emissao de CO2) e o carbono da biomassa microbiana de solo
arenoso e argiloso sob soja € milho em casa-de-vegetagdo. Para tanto, quatro ensaios
foram instalados: com crescimento de milho e soja, sobre solo arenoso e argiloso. Cada
ensaio recebeu 6 tratamentos: 1 — Controle ndo inoculado; 2 — aplicacdo de Beauveria
bassiana; 3 — aplicagdao de Metarhizium anisopliae; 4 — de Pochonia chlamydosporia ; 5
— aplicacao de Purpureocillium lilacinum; 6 - aplicacdo de Trichoderma asperelum. A
hipotese geral foi que as aplicagdes dos isolados fungicos alteram as concentracdes das
fragdes acidos fulvicos, humicos e humina no solo sob crescimento das culturas. Foram
analisados a fertilidade do solo, o teor de carbono organico total, acidos fulvicos, acidos
humicos, humina, atividade de enzimas do ciclo do carbono, emissdo de CO2 e carbono
da biomassa microbiana. O experimento teve delinecamento de blocos inteiramente
casualisados. Dentre as substancias huamicas, Purpureocillium lilacinum, Pochonia
chalamydosporia e Trichoderma asperellum apresentaram menores resultados para
humina no milho em solo arenoso, enquanto acidos hiimicos e filvicos nao apresentaram
diferencas estatisticas na aplicagdo dos isolados fungicos. Beauveria bassiana,
Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum em soja, sob solo
arenosoapresentaram menores resultados de carbono organico total. Parametros como
pH, saturagao por bases, acidez potencial ¢ magnésio foram interferidos. B. bassiana em
milho sob solo argiloso, resultou em menor massa de raizes seca. Nao se apresentou
diferencas estatisticas em respiragdo basal microbiana, carbono da biomassa microbiana
e atividade enzimatica. Este trabalho demonstra a qualidade e aplicagdo dos isolados
fungicos estudados, além de apresentar varias opcoes de pesquisas aplicaveis a fim de
entender melhor a relagao dos fungos com a matéria organica do solo.

Palavras-Chave: matéria organica; isolados flngicos; atividade enzimaética;
Beauveria  bassiana; ~ Metarhizium  anisopliae;  Pochonia  chlamydosporia;
Purpureocillium lilacinum; Trichoderma asperelum.



ABSTRACT

Due to the constant growth of the world's population, there is a need for greater
agricultural productivity. In this sense, the search for beneficial organisms for plant
growth has been intensified. Beneficial microorganisms can serve as an alternative to
mining or synthetic agricultural inputs. These microorganisms can not only influence the
plant's defense system, pathogen control, and phytohormone regulation but also improve
soil conditioning, such as increasing soil organic carbon content. Understanding the soil
organic matter content and its correlation with microbial activity and biomass can reveal
mechanisms of soil conditioning. The objective of this research was to understand the
effects of five rhizospheric fungal isolates on the organic matter, respirometry (CO2
emission), and microbial biomass carbon of sandy and clay soils under soybean and corn
growth in a greenhouse. To this end, four trials were established: with corn and soybean
growth on sandy and clay soil, respectively. Each trial included six treatments: 1 — Non-
inoculated control; 2 — Application of Beauveria bassiana; 3 — Application
of Metarhizium anisopliae; 4 — Application of Pochonia chlamydosporia; 5 — Application
of Purpureocillium lilacinum; 6 — Application of Trichoderma asperellum. The general
hypothesis was that the application of fungal isolates would alter the concentration of
fulvic acid, humic acid, and humin fractions in the soil under crop growth. Soil fertility,
total organic carbon, fulvic acids, humic acids, humin, carbon cycle enzyme activity, CO2
emission, and microbial biomass carbon were analyzed. The experiment was designed in
a completely randomized block design. Among the humic substances, Purpureocillium
lilacinum, Pochonia chlamydosporia, and Trichoderma asperellum showed lower results
for humin in corn grown in sandy soil, while humic and fulvic acids did not show
statistically significant differences with the application of fungal isolates. Beauveria
bassiana, Purpureocillium lilacinum, and Trichoderma asperellum in soybean under
sandy soil showed lower total organic carbon results. Parameters such as pH, base
saturation, potential acidity, and magnesium were also affected. B. bassiana in corn under
clay soil resulted in lower dry root mass. No statistically significant differences were
observed in basal microbial respiration, microbial biomass carbon, and enzymatic
activity. This work demonstrates the quality and application of the studied fungal isolates,
in addition to presenting several options for applicable research to better understand the
relationship between fungi and soil organic matter.

Keywords: organic matter; fungal isolates; enzymatic activity; Beauveria
bassiana; Metarhizium anisopliae; Pochonia chlamydosporia; Purpureocillium
lilacinum; Trichoderma asperellum.
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INTRODUCAO

A busca e utilizacdo de terras para a produgdo de atividades agricolas, devido ao
aumento da populacdo, € crescente, o que estimula o desmatamento e o uso de fertilizantes
(CRIST et al. 2017; TILMAN et al. 2011). O uso de fertilizantes pode acarretar danos ao
ambiente, por meio de arraste para cursos d’agua ou por infiltragao no solo, contaminagao
do lengol freatico e eutrofizacdo de corpos hidricos. Portanto, alternativas para melhorar
o desenvolvimento e produtividade de plantas sdo estudadas, como melhoramento
genético, correg¢do e conservagao de solo, além de controle de plantas daninhas, doencas
e pragas, tratos culturais. Outra alternativa € o uso de microrganismos benéficos que
desempenham fungdes significativas para o crescimento e produtividade vegetal, como
bactérias, fungos promotores de crescimento vegetal (LIAO et al., 2017).

Alguns fungos promovem o crescimento vegetal pela regulagdo de sintese de
fitohormodnios, no controle de doengas e pragas e na solubilizacdo de nutrientes. Com
isso, podem ainda ajudar a elevar a capacidade de fotossintese e a resisténcia da planta
contra elementos toxicos (EL-MARAGHY et al. 2020; SANTOS; VARAVALLO,
2011). No entanto, pouco se sabe sobre o efeito da aplicagao desses fungos sobre atributos
no solo ou sobre a matéria organica.

A matéria organica do solo ¢ essencial para a produtividade em solos agricolas,
pois ela desempenha relacao direta com as fungdes fisicas, quimicas e biologicas do solo
(CUNHA et. al. 2015). A matéria organica tem fungdes, como ser substrato organico para
seres quimiorganotroficos do solo, atuar na agregagao de particulas e estrutura, pois ela
ajuda a melhorar o ambiente para que as raizes possam penetrar no solo, além de ajudar
também na agregagdo, aeragdo e na retencao de dgua. Por isso, a matéria organica ¢ um
fator importante em climas secos e solos arenosos, reduzindo a compactagao, a erosao,
desertificacdo e a perda do solo (CANELLAS; SANTOS, 2005). Assim, a matéria
organica do solo contribui para a biota do solo e tem fun¢do para o crescimento vegetal.
Sua decomposi¢do contribui para a ciclagem de nutrientes e manutencao dos ecossistemas
de terra firme. Por suas diversas fung¢des, a matéria organica ¢ um eficiente indicador de
qualidade do solo. Assim, ¢ de extrema importancia manter a cobertura vegetal no solo,
pois com o aumento da matéria organica do solo, maior sera a capacidade de troca de

cations(CTC) (SALTON, 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423819308362?casa_token=ZWUcnbcTmFEAAAAA:PX4Kw8iy-SyD3ih9SjJTk1rVhCAeKv9g3rBL9PEsPZvk4qnCdy2xLAdf8LTGRI4aMMTeFBrcSw#bib0140

A matéria organica do solo pode ser fracionada em grupos para melhor
entendimento das suas fungdes. Essas fragdes sao denominadas de substancias hiimicas e
representam o material organico mais recalcitrante, com graus mais altos de degradagao
e que mais contribuem para as fun¢des quimicas e fisicas do material organico do solo
(ROSA et al., 2017).As substancias himicas impactam positivamente na estrutura solo e
no desenvolvimento de plantas porque sdo capazes de melhorar a textura, aeragdo, a
disponibilidade de nutrientes no solo, além de auxiliar ajuda no desenvolvimento da raiz,
na absorcao de nutrientes e também no auxilio para ndo perder nutrientes (HASSAN et
al., 2020)

Considerando os possiveis efeitos sobre a matéria organica do solo, o presente
trabalho proporcionou a avaliacdo da aplicagdo de cinco isolados fingicos da rizosfera
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Purpureocillum lilacinum, Pochonia
chlamydosporia, Trichoderma asperellum, sobre o comportamento da matéria organica e

atividade microbiana no solo.



REFERENCIAL TEORICO

Matéria Orgénica e Substiancias Humicas

A matéria organica do solo (MOS) ¢ formada por varios materiais como residuos
de plantas e animais, em variados estagios de decomposi¢do como residuos de plantas e
animais, e da atividade sintética dos microrganismos, sendo resultantes da degradacdo
bioldgica (BOT; BENITES, 2005; STEVENSON, 1994). A MOS ¢ importante para a
diversidade, quantidade e atividade da biota do solo, além de ter funcdes na conservagao
do solo e no crescimento vegetal (ZHAO et al., 2016a ).

Solos com quantidades adequadas de matéria organica (MO) tem maior
capacidade de reter 4gua e nutrientes, que serdo disponibilizados de forma gradual, e
variam de acordo com a necessidade do ambiente (MELO et al., 2009; ZUAZAGOITIA;
VILLARROEL, 2016).

A adigdo de matéria organica no solo pode ajudar no processo de recuperagao de
areas degradadas por ajudar a melhorar a estrutura do solo, diminuir a plasticidade e a
coesdo, aumentar a aeracdo e contribuindo para que as raizes penetrem e se distribuam
melhor no solo. A matéria organica do solo também age diretamente sobre a fertilidade,
por reter e ser a principal fonte de macro e micronutrientes vegetais (CANELLAS;
SANTOS, 2005).

A principal origem da matéria organica do solo ¢ a vegetacdao, por meio de
deposi¢ao de folhas, ramos e exsudatos de raizes. A partir da decomposicao do material
organico aportado no solo, ha alteracdao de sintese de compostos, contendo carbono que
compdem as fragdes da MOS (CUNHA et. al. 2015). Além de se constituirem de uma
fonte de energia para a biota do solo e carbono fixado, essas fragdes também fixam outros
nutrientes, como fosfatos e nitratos (SILVA JUNIOR, 2019).

A MOS pode se dividir em dois grupos de substancias, sendo o primeiro
constituido de 10 a 15% da reserva total do carbono organico nos solos, compostos por
produtos da decomposi¢do dos residuos organicos e do metabolismo microbiano, como
aminoacidos e proteinas, carboidratos complexos e simples, ligninas, resinas, entre
outros. Esses compostos tém uma estrutura de facil de degradacdo para os
microorganismos e estrutura quimica definida e, com isso, podem ser transformados e
renovados facilmente. O segundo grupo ¢ composto por aproximadamente 85 a 90% da

reserva de carbono, compostos mais resistentes a degradacdo, com mais estabilidade,
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portanto permanecem mais tempo no ambiente. Tais compostos sdo chamados de
substancias humicas (SH) (KONONOVA, 1982).

As SH se dividem em &cidos hiimicos (AH), 4cidos fulvicos (AF) e humina
(HUM) (STEVENSON, 1994). No solo, as SH tem grande importancia, pois sua
coloracdo escura ajuda a reter o calor , favorecendo a germinagdo das sementes, Além
disso, elas mantém uma quantidade significativa de 4agua, auxiliando na prevencao de
erosdo, ajudam na cimentacdo das particulas do solo. Também atuam como fertilizante,
disponibilizando nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas (CANELLAS
et al., 2015; SCHNITZER, et al. 1968). As SH tém também capacidade de complexagao
de metais, devido ao seu alto teor de oxigénio (WEI et al., 2020; ZHANG et al., 1996).

Os AF sdo soltveis em meio alcalino e em 4cido diluido, com composi¢do de
compostos mais reativos comparando com as outras duas fragdes, como aminoacidos,
polissacarideos e compostos fendlicos, devido aos grupos carboxilicos e fendlicos que ela
contém (SILVA; MENDONCA, 2007).

Ja os AH também sdo soluveis em meio alcalino e insoluvel em meio acido
diluido. Apresentam coloragdo escura € sdo compostos por macromoléculas em sua
composi¢cao de massa molecular elevada (STEVENSON 1994).

A HUM ¢ insoluvel, tanto em meio acido quanto em meio alcalino, apresentando
baixa capacidade de reatividade. Sua composi¢do ¢ variada, ela ¢ hidrofébica e possui

forte interacdo com componentes inorganicos (RICE 2001).

Fungos Promotores de Crescimento Vegetal

Alguns fungos do solo, da rizosfera e endofiticos tém o potencial de melhorar o
crescimento vegetal. Os endodfitos colonizam o interior das plantas, podendo ser
encontrados nas folhas, caule e raizes, € sem causar nenhum dano ao seu hospedeiro. Eles
entram nas plantas através de aberturas naturais, como os estdmatos, ou por feridas, como,
por exemplo, quando a raiz tem o crescimento de raizes secundarias e ¢ acompanhada de
“feridas”. Outra forma de entrar no interior da planta sdo pelos proprios insetos
(AZEVEDO, 1998; LE COCQ et al, 2016). Em razdo de estarem dentro da planta, esses
microrganismos podem ficar em estado de quiescéncia (adormecido), e ficar assim
durante todas as fases da planta (ALY et al., 2011; RODRIGUEZ; REDMAN, 2008).

Segundo Nair e Padmavathy (2014) estes microrganismos apresentam diversasa

plicagdes e fungdes, tais como:


javascript:;

o Fitoestimulacdo: absor¢ao de elementos essenciais a planta hospedeira;

o Producao de pigmentos: capazes de produzir um pigmento que pode ser
utilizado como corante natural de alimentos;

o Produgdo enzimatica: produgdo de varias enzimas de interesse comercial,

como lipases, amilases, proteases, peroxidases e celulases;

o Atividade antimicrobiana: auxiliam no controle do patégeno em plantas e
animais;
. Fonte de bioativos e novos compostos: sdo capazes de sintetizar compostos

que sao utilizados pela planta na defesa contra patogenos, € esses novos

compostos estdo sendo uteis na medicina na produ¢do de novos medicamentos;

J Agente de biocontrole: podem ser utilizados na substituicdo do controle

quimico, sdo importantes no controle de herbivora de insetos.

. Ciclagem de nutrientes: possuem potencial de degradacdo da matéria

organica, incluindo a lignina, celulose e hemicelulose;

. Biorremediacao/ Biodegradagdo: tem a capacidade de degradar compostos

complexos.

Existem espécies de fungos filos Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota e
Zygomycota que estdo incluidos no grupo de endofiticos (HARDOIM et al., 2015;
SAIKKONEN et al., 2006).

Os fungos endofiticos podem conferir beneficios variados a plantas, incluindo
fatores bioticos e abioticos, dentre eles: tolerancia a seca, produgdao de enzimas,
biorremediagdo, biotransformacao (CLAY; SCHARDL, 2002; ZHENG et al., 2016 ),
crescimento vegetal (JABER; ENKERLI, 2016), e controle biologico de patdgenos em
plantas (ETHUR et al 2007).

O fungo Beauveria bassiana (Bals. Criv.)Vuill, pertencente ao filo Ascomycota
(Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia Cordycipitaceae), ¢ um fungo
entomopatogénico, encontrada em insetos € no solo(GOETTEL et al. 1990) e pode ser
hospedeiro em diversas ordens como: Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Diptera
,Hymenoptera, Orthopera (ALVES, 1998) e ja foram listados em 707 espécies de insetos
hospedeiros (LI, 1988) e, por isso, Beauveria bassiana ¢ utilizada como agente de
controle biolégico (FARIA; MAGALHAES, 2001; WANG; WANG, 2017).

Alguns beneficios relatados da Beauveria bassiana incliem o aumento e

crescimento de plantas (ALVES et al.,2021), sendo que no milho demonstrou-se que o
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fungo foi promotor do crescimento (TALL; MEYLING, 2018), assim como em outras
espécies, como no feijado (DASH et al., 2018), cana de agtucar (DONGA et al., 2018).

O fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin pertence a classe
Sordariomycetes, Ordem Hypocreales ¢ da Familia Clavicipitaceae, também um fungo
entomopatogénico que pode ser encontrado em insetos € no solo e ¢ também usado como
agente de biocontrole (TANG et al. 2019; ZIMMERMANN, 2007b). Trata se de um
fungo filamentoso, que apresenta micélio hialino marrom ou verde e septado e em sua
mais recente revisao taxondmica foram incluidas 30 espécies (KEPLER et al., 2014).
Além disso, ele também coloniza a rizosfera (SASAN; BIDOCHKA, 2012).

Virias literaturas demonstram a capacidade do Metarhizium anisopliaeno
crescimento de plantas, como por exemplo, no tomate (GARCIA et al., 2011) e feijao
(ALVES et al., 2021)

Os fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae s3ao fungos
entomopatogénico, assim chamados por conseguirem adentrar o dentro do corpo dos
insetos e destruirem seus tecidos e, assim, levando-os a morte (SHAH; PELL, 2003;
SHAHRIARI et al., 2021). Sao utilizados para controle biologico de pragas, sendo os
principais e mais eficazes nesse tipo de controle (JABER; ENKERLI, 2016;
RAMAKUWELA et al., 2020). Eles infectam seus hospedeiros pela cuticula externa,
através dos conidios do fungo na superficie. A partir disso, seus esporos germinam na
cuticula, formando uma estrutura chamada apressorio. Em seguida, enzimas conseguem
degradar essa cuticula, permitindo que o fungo adentre no inseto, onde absorve nutrientes,
produz toxinas, destroi células e, eventualmente, mata o hospedeiro permitindo assim sua
dispersao (QU; WANG, 2018).

Outro beneficio relacionado aos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae foi a capacidade de transferir nitrogénio derivado dos insetos para
plantas(BEHIE E BIDOCHKA, 2014)

Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg) pertence a classe
Hypocreomycetidaee, Ordem Hypocreales e Familia Hypocreaceae. Esse fungo ¢
comumente utilizado no controle biolégico de plantas (DIAZ-GUTIERREZ et al. 2021),
no auxilio de germinagdo de sementes,solubilizacdo do fosforo (OLIVEIRA et al., 2012)
e também no crescimento vegetal (ALVES et al., 2021) através de substancias promotoras
de crescimento vegetal, como o 4cido indol-acético (AIA) que gera o crescimento das
raizes, estimulando a absor¢ao de nutrientes e 4gua (CABALLERO-MELLADO et al.,
20006).
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Purpureocillium lilacinum (Thom. Bull.) Burda Classe Ascomycetes, Ordem
Eurotiales e Familia Trichocomaceae, ¢ um fungo nematéfago, encontrado no solo
(BARON, RIGOBELO; ZIED, 2019). Ele ¢ capaz de produzir metabdlitos secundarios,
por exemplo, as giberelinas e auxinas capazes de promover o crescimento de plantas e
outras substancias que podem proteger de estresses bidticos e abidticos, como pH e
salinidade (KHAN et al., 2012; KIRIGA et al., 2018 ).

Purpureocillium lilacinum ¢ capaz de aumentar solubilizacao de fosforo e também
producao de sideroforos e acido indol-3-acético (IAA) (Moreno-Salazar et al. 2020).

Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare; W. Gams pertence a classe
Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Clavicipitaceae. Trata se de um fungo
facultativo de ovos de nematoides encontrado no solo e que coloniza a rizosfera (KERRY
2000; MONTEIRO et al., 2018). Ele ¢ um 6timo agente de controle de nematoides, ele
ndo ¢ patogénico a planta e pode se fixar no solo através de sua estrutura chamada
clamiddsporos, mesmo na auséncia de nematoides (KERRY, 2001; NASU et al., 2018).
Ele também pode promover o crescimento vegetal (ALVES et al. 2021).

Os fungos sao um dos principais componentes da biota do solo, eles produzem
enzimas que utilizam componentes organicos como fonte de energia e nutrientes,
desempenha papel fundamental na decomposicio da matéria organica do solo
(KJOLLER; STRUWE, 1982). Estudos mostram que alguns fungos endofiticos tem a
capacidade de degradar compostos organicos de carbono e nitrogénio, como celulose,
amido, lipidios, uréia, pectina e gelatina, o que ¢ benéfico para as plantas (SURONO;
NARISAWA, 2017).

MATERIAL E METODOS

Ensaio em casa de vegetacio

Ensaios com milho (Zea mays), cultivar PIONNER 3754PWU® e soja (Glycine
max) cultivar Intacta RR2 PRO®—- NS69061PRO, foram realizados em solo argiloso e
arenoso em casa de vegetagdo, um com textura arenosa e outro com textura argilosa. Os
solos utilizados nos ensaios foram coletados em julho de 2019 em uma profundidade de
30 cm em érea de Latossolo vermelho distrofico textura argilosa (475g kg™! argila, 125¢g
kg! silte e 400g kg™ areia), sob Urochloa brizantha (18°57°32,98”S € 48°12°15,07°W),

e em érea de Latossolo amarelo distrofico, textura arenosa (200 g kg™ argila, 75g kg™!
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silte e 725g kg areia), sob vegetacio de Cerrado stricto sensu em recuperacio

(18°58°16,40°°S e 48°12°28.29°0) (Tabela 1).

TABELA 1- Fertilidade e textura do solo arenoso e argiloso antes do inicio do
experimento, proveniente de amostra composta, ausente de corre¢do de acidez, adubacao
e inoculagdo de isolados fingicos.

pH pH
H20 CaCl2 Org C P meh Mg K Ca H+Al T v
dagdm®  mgdm’ cmolc dm™ %
Solo Argiloso
5,2 4,6 1,4 2,2 0,4 0,08 0,9 4 5,35 25
Solo Arenoso
5 4,4 0,55 0,9 0,2 0,05 0,3 4,2 4,68 10

2

Analise realizada ap6s padronizagdo em peneiras com malha de 2mm. Carbono
organico (Org. C); Fosforo Mehlich (Pmeh); Capacidade de troca de cations (CTC) e
Saturacao por bases (V%).

O solo foi peneirado em malhas de 2 mm, colocado sobre uma lona,
homogeneizado e seu pH e adubagao corrigidos.

O pH foi corrigido adicionando em cada vaso CaCOs3 (8,92g em solo argiloso e
10,1g em solo arenoso) e MgCO3 (2,10g em solo argiloso e 2,42g em solo arenoso)
saturando os vasos em seguida. Duas semanas apés a correcao de pH foi adicionado KCl
(1,63g em solo argiloso e 1,56g em solo arenoso). No milho, foram adicionados 8g de
Ureia dissolvida em agua, divididas em duas parcelas, aplicadas com 5 e 32 dias apos a
semeadura. A fosfatagem corretiva foi realizada de acordo com Novais (1999), com 667
mg dm™ de fosfato natural reativo OCP (FNR).

Seis tratamentos com 4 repeti¢des com delineamento inteiramente ao acaso foram
estabelecidos : (1) controle sem inoculagdo; inoculagdo de (2) Beauveria bassiana (Bals.
Criv.) Vuill.; (3) Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin; (4) Pochonia
chlamydosporia (Goddard) Zare & W. Gams),; (5) Purpureocillium lilacinum (Thom.
Bull)) Bur.; (6) Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg). Foram
adicionados 6 sementes para milho e 9 sementes para soja em vasos dadicionadas, apos
78 dias para o milho e 101 dias para a soja, as plantas foram desbastadas, restando apenas

duas por vaso. O experimento foi realizado até que todas as plantas apresentassem pelo



menos uma inflorescéncia, atingindo o seu estadio reprodutivo fenologico (R1) para a

soja e (VT) para o milho.

Preparo de indculo de fungos

Os isolados fungicos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia
chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum, foram
concedidos pela empresa BIOSAG - Comércio e Servigos Agricolas Ltda, em frascos com
meio de cultura, contendo cada isolado. Os isolados juntamente com o meio de cultura
foram retirados do frasco e homogeneizados por 5 segundos em um liquidificador. Em
seguida, a concentragdo de conidios foi determinada apos contagem em Camara de
Neubauer.

Os fungos foram aplicados por meio de duas vias, sendo no primeiro momento nas
sementes, no sulco da semeadura com o uso de uma micropipeta, € em outro momento

com o uso de um pulverizador no solo e aspergido aos 14 dias e 28 dias no milho na soja.

Inoculo nas sementes

Para cada tratamento, foram selecionadas 100 sementes, que receberam 1000 pL
de suspensao contendo os conidios. Apds a homogeneizagdo, as sementes permaneceram
refrigeradas a 12°C por 24 horas até o momento da semeadura.

Algumas dilui¢des foram feitas para se atingir suspensdes com concentragdo de
10° conidios ml! para cada isolado fingico, sendo para B. bassiana, M. anisopliae, P.
chlamydosporia, P. lilacinum e T.asperellum,e, todos eles com um volume final de
suspensao de 200 ml. A suspensdo para tratamento do controle foi preparada com a
utilizagdo do meio de cultura BDA (Agar Batata Dextrose) e por fim aplicou-se também

1000 pL dessas solucdes em cada sulco da semeadura.

Inéculo na parte aérea

Os isolados fungicos foram aplicados com pulverizador manual por 30 segundos
(atingindo 100 mL por vaso) aos 14 e 28 dias, ap6s a semeadura do milho e soja. As

concentragdes de todas as suspensdes foram padronizadas a 10° conidios ml™ para cada



isolado fingico através de dilui¢des. O tratamento controle também recebeu a solucao

contendo meio BDA.

Acompanhamento fenoldgico e monitoramento

A temperatura maxima e minima foi monitorada durante todo o ensaio em casa-
de-vegetacao (Figura 1), apresentando a variagdo de temperatura maxima média de 36,4
°C e temperatura minima média de 20,3 °C.

Monitoramento em casa de vegetagao
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FIGURA 1 — Monitoramento interno de temperatura da casa de vegetacao.

Desenvolvimento Vegetal

A soja teve sua parte aérea extraida no estadio R1, sendo ele caracterizado como
o inicio do florescimento, com ao menos uma flor aberta em qualquer parte da haste
principal. O milho foi extraido no estddio fenologico VT, que ¢ quando ocorre quando o
ultimo ramo do penddo emerge e se estende para fora. As raizes foram separadas do solo
e lavadas em 4gua corrente. A massa seca da parte aérea e das raizes foi determinada apds

serem colocadas em estufa a 60°C por 72 horas.

Fertilidade do solo

O solo rizosférico foi coletado nos vasos através do desprendimento do solo que
estava em volta das raizes com uma leve agitagdo do sistema radicular. (Ghini et al.,

2006).



Foram determinados pH, carbono organico, calcio, magnésio, potassio, aluminio,
Acidez potencial, boro, cobre, ferro, manganés e zinco, de acordo com Teixeira et al.,

(2017).

Carbono da Biomassa Microbiana (CBM)

O CBM foi determinado pelo método fumigagao-extragdo, segundo Vance et al.
(1987), a partir de 10g de solo seco em frascos de 100ml com amostras fumigadas e ndo
fumigadas com cloroférmio.

Para a fumigacdo das amostras, foram adicionados 30 ml de cloroférmio em
béquer dentro do dessecador sob vacuo de aproximadamente 600 mm de Hg, por cerca
de 3 minutos para que entrasse em ebuli¢do. As amostras ficaram 24 horas dentro do
dessecador em um ambiente escuro.

A extracdo do CBM das amostras fumigadas e nao fumigadas foi realizada com
40 ml de solucdo de sulfato de potassio (K2SO40,5M), sob agitacdo por 30 minutos a 150
rpm, e posterioriormente, foi feita a filtragdo em papel filtro faixa azul. Aliquotas de 8ml
do filtrado foram retiradas e adicionado 2ml de solucdo de dicromato de potéssio
0,0667M (K2Cr207) e 15 mL da mistura 2:1 de acido sulfurico concentrado (H>2SO4) com
acido fosforico concentrado (H3POs). A mistura foi aquecida em banho maria por 30
minutos a 100°C e, ap6s o resfriamento, foi adicionado 20 ml de agua destilada.

As amostras foram tituladas com sulfato ferroso amoniacal 0,0333M

[(NH4)2Fe(SO4).6H>O] na presenca do indicador ferroina.

Respiracao Basal Microbiana (RBM)

A RBM foi determinada por medi¢do do CO2 liberado a partir de 100g de solo em
frascos herméticos, segundo Stotzky (1965). Para tanto a umidade foi ajustada para 40%
da capacidade de reten¢do da dgua, seguidos de incubacio em local escuro por 7 dias para
que a microbiota se aclimatasse. Frascos sem solo constituiram os brancos. No sétimo
dia, recipientes plasticos de 40 ml contendo 10 ml de hidréxido de sdédio (NaOH; 1M)
foram colocados dentro de cada um dos frascos para que o NaOH reagisse com as
moléculas COz liberadas. Apds 24 horas, a primeira leitura foi realizada via titulagdo com
HCI. Para isso, os copos plasticos foram retirados dos frascos e 5 ml de cloreto de bario

(BaCl2.2H20; 1M) adicionados, juntamente com 3 gotas de fenolftaleina (1%). Entdo, o



NaOH residual foi determinado pela titulagio com acido cloridrico (HCl; 0,5M). A
determinagdo do CO; por meio deste procedimento foi realizada as 24 e 48 horas, e aos

3,7, 14, 21, 28, ¢ 56 dias de incubacio.

Atividade enzimatica no solo

A atividade da enzima [B-glicosidase foi determinada de acordo com Tabatabai
(1994). Constituindo-se por 1g de solo em frascos de 50 ml e 0,25 mL de tolueno
certificado, 4 mL MUB (tampdo universal modificado) pH 6,0 e 1 mL de solucdo PNG
(P-Nitrophenyl-B-D-glucosidase). Colocou-se em intubacdo por 1 hora a 37°C e,
posteriormente, adicionada solu¢do de tampao THAM (trometamol; tris-hydroxymethyl

aminomethane) e CaCl, (0,5M). Foi realizada a leitura em espectrofotometro a 410nm.

Carbono Organico Total (COT)

O COT foi determinado de acordo com Mendonga ¢ Matos (2005) através de
digestao umida. 0,5g de solo foi adicionado em tubos de digestdao e, em seguida foram
adicionados 5 ml de solugdo de dicromato de potassio 0,167 mol L' (K»Cr207) e 12 ml
de acido sulfurico concentrado (H2SO4). Os tubos foram colocados em bloco digestor
por 30 minutos a 170°C e, apds esfriar a solucao foi transferida para um erlenmeyer de
250ml e adicionou-se 80 ml de dgua destilada.

Titulou-se a solug¢do com sulfato ferroso amoniacal 0,1 mol L-

'[(NH4)2Fe(SO4).6H,0] na presenca de solucdo indicadora de Ferroin.

Carbono nas Fracoes Hamicas

Para extracdao e determinacdo dos teores de carbono nas trés fragdes humicas da
matéria organica do solo, utilizou-se 0 método proposto por Benites et al. (2003). Em
tubos, foram adicionados 1g de solo seco e 10 ml de solugdo de NaOH 0,1 M, deixando
em contato por 24 horas. Apods esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 20
minutos a 3000g (FCR média), e o liquido sobrenadante foi retirado, e adicionaram-se
mais 10 ml de solucdo de NaOH 0,1M. Este procedimento de adicdo de NaOH,

centrifugacdo e retirada do sobrenadante foi repetida 3 vezes para cada amostra. O



precipitado que ficou no fundo do tubo foi reservado para a analise da fracdo humina
(HUM).

O mais rapido possivel corrigiu-se o pH para 2+0,1 com solugdo H>SO4 a 20% e
deixou-se as amostras em repouso novamente por pelo menos 18 horas, visando a
precipitagdo da fragdo ndo soluvel em solugdo acida. Apds as 18 horas, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 3000 g novamente para formagdo do precipitado, que
corresponde a fracdo acidos humico (FAH).

A FAH foi separada da fragdo soluvel e rediluida em solucao NaOH 0,1 M e seu
volume aferido para 50 mL. A por¢do soluvel no extrato acidificado, fracdo acidos
fulvicos (FAF), teve o volume aferido para 50 mL, utilizando-se dgua destilada.

Para determinagdo quantitativa de carbono nos extratos das fracdes acidos
fulvicos, 4acidos himicos € humina foi também feita segundo método de Benites et. al

(2003).
Humina

Para a determinagdo da humina (HUM), transferiu-se o material precipitado para
tubos de digestao, foi aguardada sua secagem total a 65°C em estufa, adicionou-se 5 mL
de solucdo K>Cr,07 0,1667 mol L™!,10 mL de solucdo de H2SO4 concentrado e levou ao
bloco digestor por 30 minutos. Apds a digestao, titulou-se com solugdo de sulfato ferroso
amoniacal 0,25 mol L'[(NH4)2Fe(SO4).6H,0] na presenca de solucdo indicadora de

Ferroin.

Acidos humicos e acidos fulvicos

Aliquotas de 5 ml de solugcdodo acido humico (FAH) e fulvicos (FAF) foram
transferidas para um tubo de digestao, juntamente com Imlde solu¢do K>2Cr207 0,042 mol
L' ,5 mL de solugdo de H2SO4 concentrado e levadas ao bloco digestor por 30 min a
150°C. Apos a digestdo titulou-se com solugdo de sulfato ferroso amoniacal 0,0125 mol

L'[(NH4)2Fe(SO4).6H,0] na presenca de solugdo indicadora de Ferroin.



Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
(p<0,05) utilizando o programa Action®. Os dados paramétricos foram submetidos aos
testes de suposicdes a fim de atender pressupostos estatisticos necessarios para elaboragao
de uma analise de variancia. Com isso, 0s pressupostos a serem atendidos foram:
aditividade por analise de histograma de residuos, homocedasticidade por teste de Levene
a 5% de significancia e independéncia dos residuos mediante analise grafica de Residuos
e Ordem de coleta. Todas as avaliagdes foram elaboradas com auxilio do programa
Action®. Apo6s o aceite de todas as suposigoes, € guardadas as suas particularidades, foi

realizada a analise de variancia e teste Scott-Knott (p<0,05) no programa Sisvar®.

RESULTADOS

Desenvolvimento vegetal

A massa seca da parte aérea (média geral de 19,64g) e das raizes (média geral de
15,98g) de milho em solo arenoso ndo apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott). No milho em solo argiloso, também nao
apresentou diferenca estatistica de massa seca da parte area e das raizes para nenhum dos
tratamentos (p<0,05; teste de Scott-Knott), sendo a média geral de 30,39 g e 21,74 g,

respectivamente.

Os resultados para a soja em solo arenoso nao apresentaram diferenga estatistica
de massa seca da parte area ¢ das raizes para nenhum dos tratamentos (p<0,05; teste de
Scott-Knott), sendo a média geral de 4,21 g e 2,39 g, respectivamente. Em solo argiloso
o ensaio de soja ndo apresentou diferenca estatistica para nenhum dos tratamentos nas
analises da massa seca da parte area (p<0,05; teste de Scott-Knott), com média de 7,78g,

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

Fertilidade

No solo arenoso sob milho, a aplicacdo do isolado fungico Beauveria bassiana e

Pochonia chalamydosporia resultou em menor quantidade de fosforo (p<0,05; Kruskal



Wallis), enquanto o isolado fungico Pochonia chalamydosporia apresentou melhores
resultados no pH em CaClx(p<0,05; Kruskal Wallis), e também no pH em H>O (p<0,05;
teste de Scott-Knott), comparando aos outros tratamentos (Tabela 3). O solo argiloso sob
milho obteve maiores saturacdo da CTC por bases na aplicagdo de Purpureocillium
lilacinum e Pochonia chalamydosporia (p<0,05; teste de Scott-Knott) e obteve aumento
da acidez potencial (p<0,05; teste de Scott-Knott) nos tratamentos usando Beauveria

bassiana, Metarhizium anisopliae, Trichoderma asperellum (Tabela 4).

Em relacdo ao solo arenoso sob soja, a aplicagdo de Trichoderma asperellum
resultou em maiores resultados de pH em CaCl (p<0,05; Kruskal Wallis), maior acidez
potencial em Beauveria bassiana € Pochonia chalamydosporia (p<0,05; teste de Scott-
Knott); e os tratamentos de Beauveria bassiana, Pochonia chalamydosporia e
Trichoderma asperellum (p<0,05; teste de Scott-Knott) resultaram em menor saturacao
da CTC por bases (Tabela 5). O solo argiloso sob o tratamento com 7richoderma
asperellum apresentou maior teor de magnésio (p<0,05; teste de Scott-Knott) quando

comparado aos outros tratamentos (Tabela 6).

Em relacdo ao carbono organico, nao houve diferengas estatisticas entre os
tratamentos com ou sem inoculacdo e também independente das espécies de fungos

inoculadas.



TABELA 2 — Fertilidade de solo arenoso utilizado para desenvolvimento de milho comparando os tratamentos de aplicagdo de indculos

fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum.

pH(H:0)* pH (CaCly MM cmci?dm‘ e ik P mg dm**

Controle 5.2340.13b 4.75+0.06b  1.89+0.08a 1.08+0.10a 0.20+0.03a 0.12+0.02a 3.31+0.21a 0.784+0.05a 42.5+2.87a 43.48+18a

B. bassiana 4.984+0.13b  4.58+0.15b  1,86+0.02a 1.1+0.12a 0.24+0.03a 0.14+0.03a 3.31+0.19a 0,75+0.06a 44.254+3.1a 13.68+8.99b
M. anisopliae 5.140.22b  4.65+0.24b  1.9£0.22a  1.06+0.17a 0.25+£0.03a 0.13+0.02a 3.34+0.06a  0.8+0.08a 43.25+5.56a 69.63+39.4a
P. lilacinum 5.16£0.13b 4.78+0.15b  1.83+0.11a 1.05+0.12a 0.21+0.03a 0.14+0.01a 3.23+0.13a 0.75+0.31a 43.543.70a 21.6+5.30b
P. chlamydosporia 5.63£0.15a 5.18+0.05a  1.86+0.14a 1.2+0.14a 0.27+0.04a 0.14+0.03a 3.47+0.1a  0.83+0.05a 46.5+5.45a 37.95+18.84a
T. asperellum 5.13£0.15b 4.73£0.17b  1.76+0.15a 1.0£0.12a 0.20+0.06a 0.11+£0.02a 3.07+0.33a  0.88+0.05a 42.5+2.08a 48.93+2.08a

Me¢dias (desvio padrdo) (n = 4) para parametros de fertilidade do solo arenoso. Desenvolvido em casa-de-vegetagdo, sendo que as letras
minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com
nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel de

significancia.



TABELA 3 — Fertilidade de solo argiloso utilizado para desenvolvimento demilhocomparando os tratamentos de aplicagcdode indculos

fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum.

H+Al Ca
sk pH ] . Mgcmolc Kcmole Tcmole Corg o) % E
pH (H20) (CaCly)** cm03l>:dm cmg)ic*dm Jm3* dm 3% dm3* dag.dm->* V% P mg dm
Controle 4.88+0.15a 4.53+0.15a 2.63+0.31b 1.7440.10a 0.46+0.04a 0.17+0.02a 4.99+0.25a 2.08+0.13a 47.5+£3.79a 31.43+9.7a

B. bassiana 5.08+0.15a 4.55+0.1a 3,05+0.28a 1.57+0.04a 0.41+£0.02a 0.18+0.02a 5.2+0.33a 2.32+0.05a 41.75+1.7b 37.93+26.33a
M. anisopliae 4.95+0.13a 4.55+0.13a 2.95+0.38a 1.59+0.05a 0.41+0.01a 0.16+0.03a 5.1+0.32a 2.35+0.25a 42.25+3.86b 39.75+6.65a
P. lilacinum 5+0a 4.65+0.06a 2.42+0.15b 1.85+0.10a 0.49+0.05a 0.15+0.05a 4.91+0.32a 2.25+0.1a 50.5+0.58a 23.5549.11a
P. chlamydosporia 5.23+0.26a  4.8+0.2a  2.5+0.26b 1.7+0.11a 0.42+0.06a 0.17+0.02a 4.79+0.28a 2.05+0.37a 48+3.16a 42.43+3.21a

T. asperellum 4.9+0.22a 4.53£0.15a 2.9+0.41a 1.44+0.42a 0.48+0.08a 0.16+0.0l1a 4.98+0.09a 2+0.18a 42+7.53b  32.7+9.64a

Médias (desvio padrao) (n = 4) para parametros de fertilidade do solo argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetagao, sendo que as letras
minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com
nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndoparamétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel de
significancia.



TABELA 4 — Fertilidade de solo arenoso utilizado para desenvolvimento de soja comparando os tratamentos de aplicagdo de indculos

fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum.

H+Al Ca
H ] . Mgcmole  Kcemole Temole Cor }
pH (H20)* ( Calélz)** cmo3l>:dm cm03l>:dm (%Im'3* dr3% dm™**  dag.d mg 3% V %* P mg dm™**

Controle 5.85+0.19a 5.35+0.06b 1.33+0.03b 1.13+0.11a 0.22+0.01a 0.08+£0.0l1a 2.75+0.10a 0.7£0.08a 51.75+2.22a 56.15+14.12a

B. bassiana 5.75+0.17a 5.25+0.1b 1.43+0.15a 0.98+0.06a 0.21+0.04a 0.08+0.02a 2.69+0.17a 0.83+0.13a 47+3.37b  46.18+14.63a

M. anisopliae 5.78+0.1a 5.3b 1.29+0.12b 1.07+0.05a 0.24+0.01a 0.08+0.01a 2.68+0.14a 0.73+0.05a 52+2.16a  31.08+5.57a

P. lilacinum 5.65+0.13a 5.23+0.1b 1.29+0.08b 1.09+0.17a 0.24+0.03a 0.09+0.02a 2.71+0.21a 0.78+0.05a 52.25+4.11a 50.1£9.73a

P

] . 5.58+0.22a 5.13+0.1b 1.53+0.08a 1.04+0.13a 0.22+0.01a 0.08+0.03a 2.86+0.15a 0.75+0.06a 46.254+3.77b 68.55+63.68a
chlamydosporia

T. asperellum  5.83+0.21a 5.4+0.12a 1.34+0.05b 1.07+0.17a 0.21+0.04a 0.09+0.02a 2.65+0.11a 0.65+0.1a 49.5+43.42b 37.234+7.92a

Me¢dias (desvio padrdo) (n = 4) para parametros de fertilidade do solo arenoso. Desenvolvido em casa-de-vegetagdo, sendo que as letras
minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com
nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel de
significancia.



TABELA 5- Fertilidade de solo argiloso utilizado para desenvolvimento de soja comparando os tratamentos de aplicacdao de inoculos

fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum.

H+AI

Ca

T

pH (H,O)* ?(II{aClz) N g:inolcdm‘ g:inolcdm‘ g/lrf_ffl ole ;:inolcdm‘ ;:inolcdm‘ dcaggm‘?’* V %* P mg dm™*

Controle 5.58+0.05a 5.13+0.05a 2.14+0.13a 1.76+0.11a 0.53+0.07b 0.15+0.01a 4.59+0.15a 2.28+0.15a 53.25+2.75a 39.8+£8.49a

B. bassiana 5.5+40.18a 5.05+0.1a 2.12+0.18a 1.63+0.07a 0.55+0.04b 0.15+0.04a 4.45+0.19a 1.9+0.14a 52.5+2.38a 26.28+4.9a
M. anisopliae 5.55+0.18a 5.15+£0.06a 2.09+0.27a 1.8+0.08a 0.56+0.03b 0.13+0.0l1a 4.57+0.15a 2.23+0.39a 54.5+4.36a 35.85+7.71a
P. lilacinum 5.63+0.1a 5.18+0.13a 2.17+0.2a 1.78+0.1a 0.55+0.05b 0.13+0.01a 4.62+0.11a 2.13+0.19a 53+3.56a 40.2+13.89a
P. chlamydosporia  5.7£0.12a  5.23£0.1b  2+0.07a  1.79+0.14a 0.56+£0.04b 0.15+0.02a 4.49+0.2a 2.2+0.14a 55.5+1.29a 31.6+11.19a
T. asperellum 5.7340.13a 5.3+0.08b 1.97+0.18a 1.96+0.12a 0.63+0.02a 0.15+0.03a 4.71+0.16a 2.05+0.13a 58.25+2.63a 32.43+5.56a

Me¢édias (desvio padrdo) (n = 4) para pardmetros de fertilidade do solo argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetacdo, sendo que as letras
minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott (*) com
nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel de

significancia.



Carbono da Biomassa Microbiana (CBM)

Nao houve diferencas estatisticas de CBM entre os tratamentos. As médias gerais
do CBM foram de 253,29 pg ¢! (milho/arenoso), 987,77 ug g™ (milho/argiloso), 2466,78
ng g’ (soja/arenoso) e 2895,24 ug g’ (soja/argiloso).

Respiraciao Basal Microbiana (RBM)

Nao houve diferencas estatisticas de RBM entre os tratamentos. Com médias
gerais da RBM foram de 0,26 pg g h! (milho/arenoso), 0,31 pug g h'! (milho/argiloso),
0,21 ng g!' h'! (soja/arenoso) e 0,18 pg g™ h! (soja/argiloso).

Atividade enzimatica no solo

Nao houve diferenca estatistica no que se refere a [-glicosidade entre os
tratamentos. Com médias gerais da B-glicosidade foram de 9,67 ug g™ (milho/arenoso),

44,38 ng ¢! (milho/argiloso), 15,99 ng g™ (soja/arenoso) e 83,89 ug g!' (soja/argiloso).

Carbono Organico Total (COT)

A aplicacao dos isolados fungicos Beauveria bassiana, Purpureocillium lilacinum
e Trichoderma asperellum em soja sob solo arenoso resultou em menores valores de COT
(p<0,05; teste de Scott-Knott) se comparando aos demais tratamentos. O teor de COT nao

se diferenciou em nenhum dos dois tipos de solo sob o milho (Tabela 7).



TABELA 6 — Carbono Organico Total em solo argiloso e arenoso utilizado para desenvolvimento de milho e soja comparando os

tratamentos de aplicacdo de in6culos fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium

lilacinum e Trichoderma asperellum.

Controle B.bassiana M. anisopliae P.chlamydosporia P.lilacinum T.asperellum

Milho (g kg™)

COT (Solo 5.38+1,24a 4,160,962 5,08+1,31a 4,06+1,44a 4,39+0,98a 5,08+1,30a
arenoso)

COT (Solo 14.3241,67a 13,53+1,15a 15.24+1,32a 13,05+1,05a 14.29+1,72a 13,8340,92a
argiloso)

Soja (g kg™)

COT (Solo 5,62+0,54a 4,68+0.39b 5,35+0.31a 5,57+0.39a 4,89+0.49b 5,05:0.08b
arenoso)

Ca?;lgigio 14,35+1,23a 12,79+1,29a 12,93+1,20a 12,93+0.45a 12,95+0.84a 12,9240.97a

Médias (desvio padrao) (n =4) para parametros de Carbono Organico Total do solo arenoso e argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetacao,
sendo que as letras minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para todos os dados foi realizado teste de Scott-

Knott com nivel de significancia de 5% (p < 0.05). COT (Carbono Organico Total sob solo arenoso e argiloso).



Carbono nas Fracoes Humicas

No milho em solo arenoso a aplicagdo Purpureocillium lilacinum, Pochonia
chalamydosporia e Trichoderma asperellum apresentaram menores resultados para
humina (p<0,05; teste de Scott-Knott). A aplicacdo dos isolados fungicos Beauveria
bassiana, Purpureocillium lilacinum, Pochonia chalamydosporia e Trichoderma
asperellum resultaram em menores valores da relagdo acidos humicos sobre acidos
fulvicos (p<0,05; teste de Scott-Knott) comparado aos outros tratamentos. Ja a soma das
substancias humicas (p<0,05; teste de Scott-Knott) foi maior no tratamento sem a

inoculagdo dos isolados fungicos (Tabela 8).

Em relacdo a soja, ndo houve diferencas estatisticas dos teores de substancias

htimicas (Tabela 10 e 11).



TABELA 7 — Substancias humicas do solo arenoso utilizado para desenvolvimento de milho comparando os tratamentos de aplicagdo de

inéculos fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma

asperellum.

HUM* FAF** FAH* AH/AF* EA/HUM* AH+AF+HUM*

Controle 0.72+0.03a 0.19+0.08a 0.14£0.03a 0.77+£0.23a 0.46+0.14b 1.05+0.09a

B. bassiana 0.59+0.11b 0.21+0.11a 0.10+0.02a 0.55+0.25b 0.54+0.24b 0.90+0.13b

M. anisopliae 0.57+0.13b 0.18+0.07a 0.13+0.02a 0.77+0.22a 0.59+0.35b 0.87+0.07b

P. lilacinum 0.46+0.06¢ 0.29+0.03a 0.11£0.05a 0.41+0.19b 0.89+0.21a 0.86+0.05b

P. chlamydosporia 0.40+0.05¢ 0.32+0.04a 0.10+0.11a 0.30+0.30b 1.09+0.44a 0.82+0.11b

T. asperellum 0.36+0.07¢ 0.28+0.02a 0.11+0.07a 0.42+0.27b 1.14+0.38a 0.75+£0.07b

Médias (desvio padrao) (n = 4) para parametros de substancias himicas do solo argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetacao, sendo que
as letras minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott
(*) com nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel
de significancia. HUM (Humina); FAF (Fragdo de acidos fulvicos); FAH (Fracdo de acidos humicos); AH/AF (Relac¢do de 4cidos humicos sobre
acidos fulvicos); EA/HUM (Relac¢do da soma de acidos humicos mais 4cidos fulvicos sobre a humina); AH+AF+HUM (Soma de humina, acidos

fulvicos e acidos humicos).



TABELA 8 — Substancias humicas do solo argiloso utilizado para desenvolvimento de milho comparando os tratamentos de aplicagao de

inéculos fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma

asperellum.

HUM* FAF** FAH* AH/AF* EA/HUM* AH+AF+HUM*

Controle 1.36+0.11a 0.66+0.03a 0.78+0.11a 1.19+0.22a 1.06+£0.12a 2.80+0.12a

B. bassiana 1.31+0.05a 0.58+0.02a 0.72+0.05a 1.24+0.08a 1.00+0.05a 2.620.09a

M. anisopliae 1.2940.18a 0.56+0.10a 0.76+0.10a 1.35+0.14a 1.03+0.07a 2.60+0.35a

P. lilacinum 1.29+0.21a 0.62+0.01a 0.72+0.03a 1.15+0.05a 1.05+0.13a 2.62+0.24a

P. chlamydosporia 1.26+0.08a 0.62+0.03a 0.70+0.07a 1.11+0.07a 1.05+0.07a 2.584+0.15a

T. asperellum 1.24+0.02a 0.67+0.08a 0.68+0.12a 1.03+0.18a 1.09+0.12a 2.594+0.18a

Médias (desvio padrao) (n = 4) para parametros de substancias himicas do solo argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetacao, sendo que
as letras minusculas (destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott
(*) com nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel
de significancia. HUM (Humina); FAF (Fragdo de acidos filvicos); FAH (Fracdo de acidos humicos); AH/AF (Relacdo de acidos himicos sobre
acidos fulvicos); EA/HUM (Relac¢do da soma de 4cidos humicos mais &cidos fulvicos sobre a humina); AH+AF+HUM (Soma de humina, acidos

fulvicos e acidos humicos).



TABELA 9 — Substancias himicas do solo arenoso utilizado para desenvolvimento de soja comparando os tratamentos de aplicagdo de

indculos fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma

asperellum.

HUM* FAF* FAH** AH/AF* EA/HUM* AH+AF+HUM*

Controle 0.57£0.04a 0.23+0.17a 012+0.05a 0.70+0.56a 0.61+£0.33a 0.92+0.21a

B. bassiana 0.54+0.02a 0.19£0.02a 0.14+0.11a 0.79+0.72a 0.62+0.18a 0.88+0.08a

M. anisopliae 0.53+0.08a 0.20+0.03a 0,15+0.02a 0.77+0.09a 0.67+0.17a 0.87+0.04a

P. lilacinum 0.53+0.06a 0.26+0.11a 0.10+0.04a 0.54+0.50a 0.69+0.23a 0.88+0.09a

P. chlamydosporia 0.50+0.03a 0.28+0.07a 0.17+0.11a 0.60+0.31a 0.90+0.38a 0.95+0.16a

T. asperellum 0.53+0.05a 0.28+0.02a 0.15+0.09a 0.56+0.34a 0.82+0.13a 0.96+0.11a

Médias (desvio padrao) (n = 4) para parametros de substancias himicas do solo argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetacao, sendo que
as letras minusculas (destacadas em negrito) mostram diferengas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott
(*) com nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel
de significancia. HUM (Humina); FAF (Fragdo de acidos filvicos); FAH (Fracdo de acidos humicos); AH/AF (Relagdo de 4cidos humicos sobre
acidos fulvicos); EA/HUM (Relacdo da soma de acidos humicos mais 4cidos fulvicos sobre a humina); AH+AF+HUM (Soma de humina, acidos
fulvicos e acidos humicos).



TABELA 10 — Substancias humicas do solo argiloso utilizado para desenvolvimento de soja comparando os tratamentos de aplicagdo de

inéculos fungicos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma

asperellum.

HUM* FAF** FAH* AH/AF* EA/HUM** AH+AF+HUM*

Controle 1.64+0.13a 0.83+0.12a 0.50+0.11a 0.60+0.09a 0.82+0.19a 2.974+0.19a

B. bassiana 1.654+0.03a 0.74+0.05a 0.45+0.03a 0,61+0.07a 0.72+0.03a 2.8440.05a

M. anisopliae 1.62+0.13a 0.73+0.07a 0.46+0.07a 0.63+0.07a 0.73+0.04a 2.814+0.25a

P. lilacinum 1.51£0.12a 0.78+0.02a 0.47+0.09a 0.60+0.13a 0.83+0.02a 2.76+0.20a

P. chlamydosporia 1.56+0.07a 0.77+0.04a 0.47+0.04a 0.61+0.09a 0.79+0.05a 2.7940.07a

T. asperellum 1.64+0.08a 0.76+0.04a 0.51£0.09a 0.67+0.15a 0.78+0.06a 2.914+0.09a

Médias (desvio padrao) (n = 4) para parametros de substancias himicas do solo argiloso. Desenvolvido em casa-de-vegetacao, sendo que
as letras minusculas (destacadas em negrito) mostram diferencas entre os tratamentos. Para dados paramétricos foi realizado teste de Scott-Knott
(*) com nivel de significancia de 5% (p < 0.05) e para dados ndo paramétricos foi realizado teste de Kruskal Wallis (**) também com mesmo nivel
de significancia. HUM (Humina); FAF (Fragdo de acidos filvicos); FAH (Fracdo de acidos humicos); AH/AF (Relagdo de 4cidos humicos sobre
acidos fulvicos); EA/HUM (Relacdo da soma de acidos humicos mais 4cidos fulvicos sobre a humina); AH+AF+HUM (Soma de humina, acidos
fulvicos e acidos humicos).



DISCUSSAO

As aplicacgdes de fungos somente tiveram efeitos nas fracdes da matéria organica
em solo arenoso sob milho. Os tratamentos fingicos diminuiram a fracdo de humina. Ao
mesmo tempo, houve aumento da FAF em relacdo a FAH neste solo quando se aplicaram
os fungos P.chlamydosporia, P. lilacinum e T. asperellum. A relagdo AH/AF ¢é usada
como indicador de qualidade das substancias humicas, expressando o grau de evolugdo
do processo de humificacdo da MOS e ¢ quem aponta a mobilidade de carbono no solo.
Normalmente, solos arenosos apresentam maiores valores de AH/AF, indicando a perda
seletiva da fragdao mais soluvel (Benites et al., 2003).

Os menores conteudos de &cidos humicos podem estar relacionados a
mineralizacdo da matéria organica, favorecendo a sintese de substancias himicas de baixo
peso molecular (FAF) em detrimento dos acidos humicos (FAH) (CANELLAS et al.,
2002). Os quatro fungos B. bassiana,P. chlamydosporia, P. lilacinum e T. asperellum
causaram diminui¢cdo de AH/AF. Esse efeito pode ser causado pela agdo dos fungos
aplicados. P. chlamydosporia e B. bassiana sao relatados como decompositores de
polissacarideos, eles sao fungos com a capacidade de degradar barreiras ricas em quitina
e conseguem gerar agucar usando quitosona como nutriente para a geragcdo de etanol
(Aranda-Martinez et al. 2016). Isso indica que os 4 fungos aplicados podem contribuir
para a degradacao de substancias organicas mais complexas, como as da fragdo humina.
Portanto, a degradacao da humina pode ter gerado maiores valores de AF. Na natureza,
as substancias humicas sdo extremamente resistentes a biodegradagdo, sendo que o seu
tempo de meia vida pode chegar a milhdes de anos (GRINHUT et al., 2007). No entanto,
a aplicacao dos 5 isolados fungicos podem estimular a degradacao de humina em solo
arenoso.

Por outro lado, ndo foram encontrados estudos que mostram a relagdo dos fungos
promotores de crescimento vegetal na degradacdo de humina, mostrando assim um novo
campo a ser estudado para entender a fundo essas relagoes.

A reducdo da humina também pode estar ligada aos residuos vegetais provenientes
do solo que ¢ pobre em lignina, percursora quimica da humina (Santos, 1999).

A fracdo humina predominou com relagdo as outras substancias humicas estando
dentro do intervalo de representacdo de 30 a 80% do carbono orgénico total do solo
(Santos, 1999). Segundo Grinhut et al. (2007), a predominancia da fragdo humina esta

relacionada a sua insolubilidade e resisténcia a biodegrada¢do, favorecida pela formagao



de complexos argilo-himicos estdveis. As huminas sdo substancias altamente
desenvolvidas, com ligagdes estaveis e resistentes a degradagdo microbiana, com uma
combinagdo forte com a fragdo mineral do solo (STEVENSON, 1994). Ao mesmo tempo,
as fragdes de acidos humicos e 4cidos fulvicos apresentam menor estabilidade podendo
ser translocadas para as camadas mais profundas do solo, podendo ser polimerizadas ou
mineralizadas, e diminuindo, assim, seu teor no solo e apresentando valores menores
(FONTANA et al., 20006).

A relagdo extrato alcalino (EA - acidos fulvicos mais os acidos humicos) sobre a
humina apresentou maiores valores no tratamento com aplicacdao de P. chlamydospoira,
P. lilacinum e T. asperellum, indicando consumo de humina.

As aplicagoes dos cinco isolados fingicos ndo resultaram em alteragdo das fragdes
da matéria orgéanica no solo de forma consistente nos dois solos e sob as duas culturas,
contradizendo a hipdtese proposta. Por outro lado, alguns estudos indicam efeito da
aplicacao de isolados microbianos benéficos sobre a matéria organica do solo. Alves et
al. (2021) apontaram o aumento de valores de carbono organico total no solo rizosférico
sob na aplicagdo separadamente ou em consorcio dos isolados Trichoderma asperellum,
Purpureocillium lilacinum, e também nos consorcios de de Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae ¢ dos 5 isolados fungicos em solo argiloso sob feijoeiro. No
entanto, eles avaliaram o solo rizosférico, ao invés do solo total, € apenas em um tipo solo
sob uma cultura. Outro estudo mostra que a inoculacdo do fungo E. coenophialana
graminea festuca alta ( Lolium arundinaceum) mostrou que a cepa do endofito fungico
influencia o ciclo do C e N no solo gerando o aumento do carbono organico(Guo et al.,
2016). Em outro trabalho, a aplicacao do fungoPenicillium menonorum em pepino gerou
aumento significativos de carbono organico, demonstrando ser um agente promotor de
crescimento vegetal através da producdo de acido indol acético (AIA), siderdforos e
também na solubilizagdo de fosforo (Babu et al., 2015). A aplicagio do fungo
solubilizante de fosfato Penicillium oxalicum testado para avaliar sua eficiéncia de
solubilizar fosfato, demonstrou o aumento de valores de carbono orgéanico do solo (Singh
and Reddy, 2011). Além de promover o crescimento das plantas de trigo e milho.

Beauveria bassiana, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma asperellum
apresentaram menores valores de Carbono Organico Total. Entretanto, pesquisas
mostram o aumento do COT aplicado com fungos promotores de crescimento vegetal, e
a pesquisa de Gupta et al. (2016) apontou o aumento do COT em 90% no cultivo de

Ginseng Indiana Withania somnifera apds a aplicacio da combinacdo de fungos


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/festuca

promotores de crescimento vegetal, residuos agricolas e gesso. A pesquisa realizada por
Gupta et al (2015) buscou avaliar como a utilizagdo de fungos promotores de
crescimento vegetal, junto com um novo aditivo organico, influenciam no crescimento e
rendimento de Oryza sativa e nas propriedades do solo, onde foram observados aumento
do COT e melhora nas atividades enzimaticas do solo.

A massa seca das plantas ndo apresentou diferengas entre os tratamentos. Isso
difere dos resultados encontrados em outras pesquisas com os mesmos cinco isolados. A
pesquisa de Alves et al. (2021) apontou um aumento tanto da massa seca da raiz com a
aplicacao de Metarhizium anisopliae, Pochonia chalamydosporia, Beauveria bassiana e
Trichoderma asperellum), como da massa seca da parte aérea com aplicagdo de
Purpureocillium lilacinum em feijoeiro (Phaseolus vulgaris). No experimento de Zhang
et al. (2014) com cultivo de mamona (Ricinus communis L), foi observado que a
aplicacao do fungo micorrizico arbuscular Glomus mossea, junto do fungo solubilizador
de fosfato Mortierella sp, aumentaram peso seco da parte aérea e da raiz, além de aumento
da concentragdo de fosforo. No trabalho de Liao et al. (2014) a inoculacao de
Metarhizium anisopliae resultou no aumento do peso fresco médio da parte aérea de
milho quando comparados ao tratamento controle. Staffa et al. (2020) observou em sua
pesquisa que B. bassiana nao influenciou de maneira significativa o peso seco e fresco de
Tulbaghia violacea, entretanto influenciou significativamente tanto na altura da planta
como no comprimento da raiz. O fungo Pochonia chalamydosporia promoveu aumento
significativo no peso da raiz, do broto e da folha, além do comprimento da raiz e da folha
de plantulas de bananeira, como observado no trabalho de Mingot-Ureta et al. (2020). Na
pesquisa de Singh et al. (2016) foi verificado um aumento significativo no crescimento
vegetal com a aplicacao de 7. asperellum em quiabo, tomate, pimenta, berinjela, cabaga
e guar. Os fungos Purpureocillium /ilacinum e Beauveria bassiana influenciaram no
aumento do crescimento vegetal, de algodao cultivado (Gossypium hirsutum) no trabalho
de Lopez et al. (2015).

As alteragdes observadas nas variaveis de fertilidade solo ndo mantiveram um
padrdo entre os ensaios, apresentando resultados diferentes conforme a aplicacdo dos
tratamentos. O aumento de pH quando se aplicou Pochonia chlamydosporia em solo
arenoso sob milho e o fungico P. lilacinumem solo arenoso sob soja ¢ um efeito que
favorece a fertilidade do solo. Hérnandez et al. (2016) observou na fase final de seu
trabalho com o fungo P. lilacinum uma tendéncia de aumento do pH do solo tanto natural

como o autoclavado. Além disso, no solo argiloso sob soja, a aplicagdo de 7. asperellum



também aumentou o teor de Mg. A pesquisa realizada por Alves et al. (2021) observou
um aumento da concentragdo de magnésio em solo rizosférico de textura argilosa sob
feijoeiro onde foram utilizados os mesmos isolados fungicos desse trabalho. No mesmo
sentido, em solo argiloso sob milho, tanto P. chlamydosporia como P. lilacinum
aumentaram a satura¢ao da CTC por bases. Por outro lado, houve aumento da acidez
potencial quando se aplicaram Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Trichoderma asperellum em solo argiloso sob milho; e quando se aplicaram Beauveria
bassiana e Pochonia chalamydosporia em solo arenoso sob soja. Do mesmo modo, a
aplicacao de Beauveria bassiana, Pochonia chalamydosporia e Trichoderma asperella
resultou em reducdo da saturacao por bases no solo arenoso sob a soja.

No ensaio de ensaio de milho em solo arenoso com os tratamentos B. bassiana e
P. chlamydosporia foi observado uma redu¢ao na concentra¢ao de fosforo no solo. Uma
possivel justificativa estaria relacionada com a producdo de acidos organicos, como
observado no trabalho de Gouveia et al. (2019), que notou que o isolado fingico P.
chlamydosporia produziu trés acidos organicos, sendo eles: acido acético, citrico e
propidnico.

O carbono da biomassa microbiana e a respiragao do solo nao foram influenciados
de forma significativa pela aplicacdo de quaisquer isolados fungicos, independente do
solo ou cultivar. Entretanto, a pesquisa com feijoeiro comum realizada por Alves et
al. (2021) observou que a respiracao basal do solo argiloso foi maior no tratamento que
consistia no consorcio dos fungos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Trichoderma asperellum, Purpureocillum lilacinum, Pochonia chlamydosporia e quando
combinados os fungos 7. asperellum /P. lilacinum. O experimento de Song et al. (2015)
realizado em solos contaminados com o objetivo de observar o desenvolvimento vegetal,
absorcdo de Cd e a biomassa microbiana da rizosfera de Lolium perenne verificou que a
inoculacdo de Trichoderma promoveu significativamente a biomassa vegetal, a absor¢do
total de Cd pelas plantas, com diminuicdo do pH do solo e aumento do carbono da

biomassa microbiana e nitrogénio na rizosfera.

Com a aplicagdo de Trichoderma spem alface sobre solo arenoso, Moraes et

al. (2018) observou um aumento na biomassa microbiana do solo.

Nao foram observadas mudancas significativas na atividade enzimatica da B -
glicosidase nos 4 ensaios avaliados, independente do solo, cultura ou isolado fungico

inoculado. O trabalho de Alves et al. (2021) observou valores menores para a atividade



enzimatica da £ -glicosidase para os tratamentos com P. chlamydosporia, T. asperellum
e B. bassiana/M. anisopliae quando comparado com o tratamento controle. A pesquisa
realizada por Su et al. (2017) em dois tipos de solo apresentou redug¢do na atividade
enzimatica da B -glicosidase em cambissolo e aumento dessa mesma enzima em acrisol

com a aplicagdo de Trichoderma asperellum em espinafre d'agua (lpomoea aqudtica).



CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que alguns dos isolados fungicos influenciam a
matéria organica do solo. No entanto, os resultados de fragdes humicas e de fertilidade
dependem da interacdo fungo-solo-espécie vegetal.

Em solo arenoso sob milho, a aplicag@o dos isolados fungicos diminuiram a fragao
de humina, ao mesmo tempo teve aumento da fracdao acido fulvico em relacdo a fragdo
acido hiimico quando se aplicou P.chlamydosporia, P. lilacinum e T. asperellum.

Os tratamentos Beauveria bassiana, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma
asperellum em soja sob solo arenosoresultou em menores valores de carbono organico
total.

Em relacdo a fertilidade, os indicadores pH, acidez potencial, magnésio e
saturacao por bases sofreram influéncia da aplicagdo dos isolados fingicos.

A aplicagdo de Beauveria bassiana resultou em menor massa seca de raizes.

A atividade da enzima p—glicosidade, carbono da biomassa microbiana e a
respiracao basal microbiana ndo apresentaram diferencas significativas na aplicagdo dos

isolados fingicos.
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