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RESUMO
DIAZ GALLO, Sergio Alberto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.

Promocdo do crescimento de Crotalaria spectabilis em rejeito da mineragdo de

ouro por fungos rizosféricos. Orientador: Mauricio Dutra Costa. Coorientadores: Igor

Rodrigues de Assis e Olinto Liparini Pereira.

A presenga de arsénio (As) e a elevada salinidade de alguns rejeitos oriundos do
processo de mineragéo de ouro dificultam as agdes de revegetacdo dos locais de deposicao
desses materiais. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de isolar e caracterizar fungos
rizosféricos que contribuam para o crescimento de Crotalaria spectabilis Roth. em condigcbes
de elevada salinidade e disponibilidade de As, comuns nos rejeitos da mineragdo do ouro.
Os isolados foram obtidos a partir da rizosfera de gramineas cultivadas em bacias com
diferentes tipos de rejeitos denominados ‘rejeito B1’ ‘rejeito B2’ e ‘Blend’, no Municipio de
Paracatu, MG. O rejeito B1 corresponde a um substrato mais intemperizado, com menor
teor de sulfetos; o rejeito B2 é substrato pouco intemperizado, com maior teor de sulfetos; e
o Blend é oriundo do processamento dos dois substratos juntos. Foram obtidos 227 isolados
fungicos a partir da rizosfera de plantas cultivadas nesses substratos, dos quais 57 foram
selecionados segundo caracteristicas morfoldgicas distintas. Em um primeiro experimento,
quando inoculados no sistema radicular de C. spectabilis, cultivada em mistura de solo e
areia, 7:3 (v/v), os isolados 8, 27, 31, 33, 44, 45, 49, 50, 54 e 57 promoveram incrementos
de até 65,8 % da matéria seca total das plantas em comparagdo ao controle, sem
inoculagdo. Esses dez isolados fungicos expressaram mecanismos de promocgédo de
crescimento vegetal in vitro, tais como a produgdo de acido indol-3-acético (AIA) e de
giberelinas (GAs) e a solubilizagéo de fosfatos. A producdo maxima de AlA foi de 23 mg L™,
obtida pelo isolado 27. O isolado 44 teve produgdo de 45,4 mg L™ de GAs. A fonte de fosfato
inorganico mais solubilizada foi o fosfato de calcio, com valores entre 47 e 655 mg L™ de P
solubilizado. Em um segundo experimento, foi testada a capacidade de promogdo de
crescimento de C. spectabilis dos isolados inoculados no sistema radicular da planta
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cultivada em solo (Latossolo) e nos rejeitos B1, B2, Blend e Mix (mistura de areia com B2 na
proporcdo 8:2, v/v). Os dez isolados fungico selecionados promoveram diferencas
significativas na producao de matéria seca das plantas, a depender do substrato utilizado
para o cultivo. No Latossolo, o isolado 57 teve o melhor desempenho. No rejeito B1 e B2,
os isolados 31, 33 e 49 proporcionaram maior aumento da producdo de matéria seca total.
No substrato Blend, os melhores isolados foram o 27, 44 e 57. Ja no substrato denominado
Mix, os isolados que demonstraram maior capacidade de promogao do crescimento de C.
spectabilis foram o 33, 49 e 57. Esses resultados indicam a necessidade de selegéo prévia
dos microrganismos com maior potencial para um dado local ou substrato. O uso de fungos
promotores de crescimento de planta € uma estratégia promissora para a revegetacédo de

areas de deposicéo dos rejeitos da mineragao do ouro.
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ABSTRACT

DIAZ GALLO, Sergio Alberto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2014. Growth
promotion of Crotalaria spectabilis in gold mine tailings by rhizospheric fungi.
Advisor: Mauricio Dutra Costa. Co-Advisors: Igor Rodrigues de Assis and Olinto Liparini
Pereira.

The presence of arsenic (As) and the high salinity of gold mine tailings make it difficult to
reclaim mined sites and tailing deposits. Thus, the objective of this work was to isolate and
characterize rhizospheric fungi capable of promoting Crotalaria spectabilis Roth. growth
under high salinity and As availability prevalent in the gold mine tailings. The fungal isolates
were obtained from the rhizosphere of plants grown in different tailings, namely B1, B2, and
Blend, at Paracatu, MG, Brazil. The B1 tailing corresponds to a weathered substrate, with
low sulfite content; the B2 tailing is a less weathered substrate than B1 and contains high
sulfite levels; the Blend results from the processing of B1 and B2 simultaneously. A total of
227 fungal isolates were obtained, from which 57 were selected based on distinct
morphological traits. In a first experiment, when the selected isolates were inoculated onto
the roots of C. spectabilis, grown in a soil:sand mixture, 7:3 (v/v), the isolates 8, 27, 31, 33,
44, 45, 49, 50, 54, and 57 promoted increases in total dry matter of up to 65.8% in
comparison to the control, without inoculation. These isolates were also capable of
expressing plant growth promoting mechanisms in vitro, such as indol-3-acetic acid (IAA)
and gibberellin (GAs) production and phosphate solubilization activity. The maximum
production of AIA was 23 mg L™ by the isolate 27. The isolate 44 produced 45.4 mg L™ of
GAs. The solubilization of calcium phosphate varied from 47 to 655 mg L™ soluble P. In a
second experiment, the inoculation of C. spectabilis roots, grown in a soil substrate (Oxysol),
B1, B2, Blend or Mix (sand and B2 at 8:2, v/v), with the ten selected isolates promoted
significant differences in total dry matter production that varied according to the substrate

used for plant growth. In the Oxysol, isolate 57 had the best performance. In B1 and B2,
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the isolates 31, 33, and 49 promoted the highest increases in total dry matter. In the Blend
substrate, the best isolates were 27, 44, and 57. In the Mix, the isolates that showed the
highest growth promoting capacity were 33, 49, and 57. Our results indicate the need to
previously select the adequate microorganisms with the highest potential of use for a given
location or substrate. The use of plant growth promoting fungi is a promising strategy for the

reclamation mined sites and tailing deposits.



INTRODUGAO GERAL

O ouro, Au, é elemento quimico de numero atdmico 79, pertencente ao grupo dos metais de
transigdo da tabela periddica. E considerado um dos metais preciosos mais importantes,
sendo usado pelo homem como padrao monetario internacional, na joalheria e nas
industrias eletronica e civil. Por essa razdo, a demanda pelo elemento no mundo ¢é elevada,
fomentando as atividades de mineragdo em varios paises.

O Brasil ocupa o 13° lugar no ranking mundial de produgao desse mineral, gerando
divisas ao Pais da ordem de US$ 2,2 bilhées por ano, com tendéncia de aumento desse
montante a longo prazo.

Embora na atualidade tenham sido desenvolvidas diferentes técnicas para melhorar
0 processo de extragdo e purificagdo do metal, muitas perturbagdes ambientais ainda sao
causadas pela atividade de mineragdo do ouro, a exemplo da supresséo da vegetacao e a
geracao de residuos téxicos, contendo As e, ou Hg, que levam a perda das propriedades
fisico-quimicas e microbiolégicas do solo. Tais perturbagdes afetam negativamente as
plantas, os animais silvestres e os microrganismos presentes na area explorada, levando ao
comprometimento da capacidade de resiliéncia do ambiente e, por consequéncia, da
capacidade de ciclagem biogeoquimica.

No caso das jazidas de ouro, a presenga do As na forma de minerais primarios
(arsenopirita, orpimento e realgar) ou em formas idnicas (arsenatos e arsenitos) € comum.
Por essa razao, para a autorizacdo do licenciamento ambiental visando a extracdo do
minério, o Brasil exige, por meio da legislagdo vigente, estudos de impacto ambiental e o
relatério de impacto ambiental no qual, dentre outros documentos, deve constar a
elaboragédo e execugdo de Plano de Recuperagdo de Area Degradada (PRAD), cujos
objetivos podem ser a reabilitagdo, a recuperagdo, a regeneracgao, a restauragédo do solo ou

mudancgas no uso do mesmo apods o processo de mineragao.



A capacidade de recuperacdo de areas degradada depende da disponibilidade de
nutrientes e agua para que os diferentes organismos possam se desenvolver, razdo pela
qual tém sido incluidos em alguns PRADs, a adigdo de residuos organicos naturais ou a
introducdo de produtores primarios de biomassa, representados majoritariamente pelas
plantas. Nesse contexto, a Crotalaria spectabilis Roth. é reconhecidamente tolerante ao As,
podendo ser introduzida como pioneira em areas contaminadas com esse elemento. Esta
espécie apresenta ainda bom desenvolvimento radicular em solos compactados.

Por outro lado, o uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal tem sido
preconizado com vistas a introducdo de plantas pioneiras em areas degradadas pela
atividade de mineracdo. Esses microrganismos habitam a rizosfera da planta e promovem
crescimento vegetal por meio de varios mecanismos, dentre os quais citam-se a fixacdo de
N,, a solubilizacdo de fosfato, a producdo da desaminase do acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC desaminase), a produgao de fitorménios e sideréforos e a supressao de
patdogenos. Além desses mecanismos, 0s microrganismos promotores de crescimento
vegetal beneficiam as plantas por meio da detoxificagao de espécies reativas de oxigénio,
comumente induzidas sob condicdes de estresse. Esse beneficio é obtido pela producéo e
secrecao das enzimas catalase, peroxidase, superéxido-dismutase, glutationa-peroxidase e
ascorbato-peroxidase pelo microrganismo.

Tendo em vista as multiplas interagdes benéficas entre plantas e microrganismos
rizosféricos, o presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar fungos rizosféricos
que contribuam para o desenvolvimento de C. spectabilis em condicdes de elevada
salinidade e disponibilidade de As, visando a revegetagdo de areas de deposi¢cao dos

rejeitos da mineragao de ouro.
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Situacao atual do Brasil frente & mineragao do ouro

O ouro é um dos metais preciosos mais importantes e explorados no mundo. A China
€ a maior produtora, com 13,14 % da producao mundial, seguida pela Australia (10 %), EUA
(8,77 %), Africa do Sul (7,03 %) e, na 13° colocagao, o Brasil, com 2,44 % em 2011 (IBRAM,
2013).

No Brasil, as reservas de ouro estdo estimadas em 2,6 mil toneladas, estando
distribuidas nos estados do Para (42,7 %), Minas Gerais (28 %), Mato Grosso (6,9 %),
Goias (5 %), Bahia (4,5 %) e outras unidades federativas (12,9 %). Nessas regides, as
principais empresas que realizam a extragao do mineral séo a Kinross (29 %), a Anglo Gold
Ashanti (22 %), a Yamana Gold (17 %), a Jaguar Mining (7 %) e outras empresas (13 %). A
atividade de mineragéo no Brasil contabilizou o aporte de quase US$ 2,2 bilhdes em divisas
para o Pais em 2011. O ouro é o segundo mineral mais importante em termos de

exportacao, atrds apenas do minério de ferro (IBRAM, 2013).

Mineracgao e desequilibrio ambiental

No processo de lavra a céu aberto, a extragdo do metal remove completamente a
flora, a fauna e parte do solo. Apds a mineragao, as areas exploradas caracterizam-se pelo
baixo conteudo de matéria organica, baixo teor de nutrientes e pelas perdas das
propriedades biolégicas do solo (OHSOWSKI et al, 2012). Essas mudangas nas
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do solo levam a maior compactagao do mesmo,
afetando a distribuicao de agua no lencol freatico, e a maior resisténcia a penetracdo das
raizes de plantas pioneiras (ROSOLEM et al., 2002; SCHIMANN et al., 2012). Na auséncia
de raizes, os microrganismos associados sofrem diminuigdo significativa em suas fungdes
ecologicas, a exemplo da capacidade de destoxificagdo e de ciclagem biogeoquimica
(NESSNER & ESPOSITO, 2010). Outro fator que afeta a capacidade funcional dos
microrganismos € o acumulo de elementos quimicos toxicos como o As, o Bi, o Cd, o Cu, o
Se, o Te, o Pb, 0 Hg, o Zn e os cianetos (RODRIGUES et al., 2004; PETERSON &
HEEMSKERK, 2005; ARETS et al., 2006; ZHANG et al., 2008; ASSIS, 2010; KYLE et al.,
2012; MAPELLI et al., 2012). Outras atividades executadas por microrganismos também
podem ser afetadas negativamente como consequéncia da mineragdo do ouro, como
reportado por Schimann et al. (2012), os quais avaliaram a atividade da enzima
desnitrificadora (DEA) e a respiracao tanto dos solos da mina como do solos da reserva. As
areas de lavra tiveram diminuicdo de 10 vezes no valor da DEA e diminuicdo da respiracao

de 1,63 a 0,82 ug C-CO./g, quando comparados com o solo de referéncia.



Preseng¢a do arsénio no ambiente

O arsénio (As) é elemento quimico classificado como metaloide ou semimetal.
Apresenta cinco estados de valéncia, -3, -1, 0, +3, +5, sendo que a forma inorganica
reduzida, As**, apresenta maior mobilidade no solo e na agua em comparagdo ao As®*
(LADEIRA & CIMINELLI, 2000; TOUJAGUES et al., 2013). Segundo a lista de substancias
perigosas para a saude humana, estabelecida pela Agéncia para Substancias Toxicas e
Registros de Doencas do Departamento de Saude dos Estados Unidos, o As foi classificado
como o elemento quimico mais perigoso naquele pais, desde 1997 (ATSDR, 2013). No
ambiente, o As livre liga-se ao oxigénio, formando o6xidos, acidos fracos ou oxianions,
semelhantemente ao fésforo. Dessa forma, esse elemento pode competir com o P por seus
sitios de absor¢ao nas plantas (LEUNG et al.,, 2013).

A presenca de As no solo pode variar entre os estados mineral, inorganico e
organico. O As no estado mineral encontra-se na forma de arsenopirita (FeAsS), orpimento
(As,S3) e realgar (AsS), cujos teores médios sdo de 2 mg kg”' (CARBONELL et al., 1995;
ZHANG & SELIM, 2008). No estado inorganico, esta na configuracdo de antimonatos,
arsenatos, antimonitos e arsenitos (CARBONELL et al., 1995; WILSON et al., 2010; KYLE
et al., 2012); e em forma orgénica, principalmente como acido monometilarsénio (MMA) e
acido dimetilarsénio (DMA), além de arsénio-agucares; arsénio-biotina; arsénio-colina;
arsénio-lipidios (BISEEN & FRIMMEL, 2000; KYLE et al., 2012).

No homem, o As altera as fungbes do sistema respiratério, gastrointestinal,
cardiovascular, nervoso e renal. Além disso, gera lesdes oculares, cutadneas e nas mucosas,
sendo também cancerigeno (CARBONELL et al., 1995).

O As, quando absorvido pela célula vegetal, é transportado para a parte aérea da
planta (MENHARG & MACNAIR, 1990), onde interage com os grupamentos sulfidricos das
proteinas e os grupamentos fosfato do DNA (WAUCHOPE, 1983). A interagdo do As com os
grupamentos mencionados pode gerar degradagdo das membranas, deslocando o0s
grupamentos fosfato da mitocéndria, além de interferir nos processos fotossintéticos (LEPP,
1981; WAUCHOPE, 1983). Na presenca do As, as plantas ativam mecanismos bioquimicos
de tolerancia ao elemento, acumulando-o nos tecidos ou produzindo moléculas de baixo
peso molecular, denominadas fitoquelatinas, que complexam o elemento (BATISTA et al.,
2014). As fitoquelatinas sao tidis formados pelos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina,
sintetizadas pela fitoquelatina-sintase (BATISTA et al., 2014). Os grupos ti6is ligam-se a
ions, a exemplo do Cd e do As, permitindo que as fitoquelatinas atuem como agentes

quelantes, sendo armazenadas no interior dos vacuolos.



Salinidade no solo

Na mineracdo, € frequente a presenca de compostos que contribuem para o
desbalango osmoético e ibnico das células, afetando assim seu metabolismo (KHAN et al.,
2011; BAREEN et al., 2012; KYLE et al., 2012). Apds o processo de extragdo de ouro, é
comum a ocorréncia de altos niveis de sddio, calcio e cloretos nos rejeitos, induzindo
estresse abiotico nas plantas (KHAN et al., 2011). A toxicidade gerada pelos ions Na* é
atribuida a competicdo com o K*. O sodio movimenta-se com mais facilidade no xilema,
chegando a ser acumulado nos brotos e folhas da planta, impedindo o funcionamento
celular normal (GAMALERO et al, 2009). Com relacdo ao CI, sabe-se que é um
micronutriente essencial para as plantas. Tem como fungcdo manter a osmolaridade celular,
mantendo estavel o turgor e a osmoregulagao (WHITE & BROADLEY, 2001). O cloro na
célula regula algumas enzimas em nivel de citoplasma e estabiliza e regula o gradiente de
pH na membrana (WHITE & BROADLEY, 2001).

Plantas expostas a altas concentracdes de sais apresentam clorose, reducao da
biomassa, limitagdo no desenvolvimento fisioldgico, inibigdo da germinagao de sementes, da
floragao e producao de frutos (GAMALERO et al., 2009; KHAN et al., 2011). Sob estresse
salino, ha aumento na producéao de etileno, plasmolise, desbalanco de nutrientes e producgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (GAMALERO et al., 2009; KHAN et al., 2011).

De modo geral, quando exposto ao estresse salino, a planta também entra em
estresse hidrico, pois ha mudancga na absorgao de agua e de nutrientes e na permeabilidade
das membranas, causando desidratacdo celular, citotoxicidade ibnica, desbalancos
hormonais e super-producdo de EROs (PRISCO & GOMES, 2010). Em resposta ao
estresse salino, as plantas ativam cascata de sinais mudando os niveis ibnicos/osmaticos,
visando ao fechamento dos estdmatos (KHAN et al, 2011). Além disso, aumentam a
producao de fitormdnios como o acido abscisico, acido jasménico entre outros, os quais

apresentam fungbes osmoprotetoras (KHAN et al., 2011).

Importancia das plantas na recuperagao de areas degradadas

Plantas como Stylosanhes humilis, Arachis pintoi, Avena strigosa e Lolium
multiflorum tém sido usadas nos processos de recuperagao de areas degradadas (RADs)
dentro dos processos de fitorremediacdo, quando ha presenca de altas concentragdes de
arsénio no solo o nos rejeitos (MELO et al., 2009; NESSNER & ESPOSITO, 2010). Em
geral, as plantas usadas na RAD estdo adaptadas genotipica e fenotipicamente aos fatores
abioticos do meio, a exemplo do pH, altas temperaturas, umidade, concentracbes de metais

e sais, entre outros, favorecendo seu estabelecimento na area (VAN LOON & GLICK, 2004).



Dentro do termo fitorremediacdo estdo incluidos os processos de fitoextragao,
absorcéo do contaminante por meio da raiz e translocacao até o caule, de fitoestimulagao, a
raiz estimula a atividade dos microrganismos rizosféricos que apresentam a capacidade de
degradar ou imobilizar o composto téxico, de fitovolatilizagdo, os ions dos elementos dos
subgrupos Il, V e VI da tabela periddica, sdo convertidos em formas volateis pela raiz,
(NESSNER & ESPOSITO, 2010) e de fitoestabilizagao, imobilizagdo do metal, quando
transformado em formas menos soluveis na superficie da raiz, nos tecidos ou no solo
(MENDEZ & MAIER, 2008).

Além do uso de plantas fitorremediadoras, algumas espécies vegetais sao utilizadas
como adubacgao verde, visando a incorporagao de residuos vegetais ndo decompostos para
aumentar o teor de matéria organica do solo (MENDES et al., 2012). Essas plantas tém a
capacidade de produzir grande quantidade de biomassa, suprindo o solo e as raizes com
nutrientes e matéria organica (EWEL, 1976). Além disso, as raizes liberam exsudados
radiculares de baixo peso molecular que favorecem a diversidade microbiana na rizosfera,
modificando o micro-habitat radicular (BASHAN et al., 2006; MAPELLI et al., 2012).

Uso de Crotalaria spectabilis

Crotalaria spectabilis encontra-se classificada na tribo Crotalarieae (Benth),
composta por 16 géneros, a saber, Aspalathus, Wiborgia, Wiborgiella, Calobota, Lebeckia,
Rafnia, Ezoloba, Lotononis, Leobordea, Listia, Pearsonia, Rothia, Robynsiophyton, Euchlora,
Bolusia e Crotalaria. A tribo Crotalariae pertence a subfamilia das Papilionoidae, dentro da
familia Fabaceae (Hunt) (MARIANNE & VAN WYK, 2012). Sao plantas de metabolismo
fotossintético C3 (CASTILHO et al., 2012). O uso de Crotalaria spp. em regides da Asia,
Japao, Coreia e China tém contribuido para reducdo da demanda de fertilizantes a base de
N, pois essa planta apresenta capacidade de se associar com microrganismos fixadores
(CHOI et al., 2008). O reconhecimento de Crotalaria como planta de adubo verde deve-se
ao seu rapido crescimento, elevado potencial de producdo de biomassa, reciclagem de
nutrientes (KAPPES et al., 2011) e facil degradacdo das raizes e nédulos, levando a
mineralizagcdo de C e N no solo (CHOI et al., 2008). Cultivos comerciais de Crotalaria
utilizam consércio com milho para aumentar a produgcdo de matéria seca no solo, sem
interferir na operacado de colheita e na produtividade da cultura (KAPPES et al,, 2011,
CASTILHO et al., 2012).

A espécie C. spectabilis Roth. é conhecida como crotalaria, guizo-de-cascavel e
chocalho-de-cascavel. E planta de origem indiana e usada como adubo verde ou como
controladora de nematoides nos sistemas de cultivo (ALBUQUERQUE et al., 2000). Na

recuperacao de areas degradadas, C. spectabilis consegue desenvolver-se na presenga de
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As em concentragdes de até 4,8 mg L na solugdo do solo, imobilizando o elemento nas
suas raizes (FELIPE et al., 2009). A crotalaria também tém a capacidade de fragmentar o
solo com vistas a aprofundar suas raizes, quebrando a resisténcia mecanica desse
substrato. Ao fazé-lo, a planta ndo muda o padrdo de absor¢do de nutrientes ou agua
(ROSOLEM et al., 2002). Na literatura, relata-se a associagéo dessa planta com bactérias
fixadoras de nitrogénio, a exemplo de Methylobacterium nodulans, Bradyrhizobium sp.,
Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum e Burkholderia sp. (SY et al., 2001;
LIU et al., 2007).

Importancia dos microrganismos no ambiente

Estudos ecoldgicos das comunidades microbianas rizosféricas tomaram-se mais
frequentes apds os primeiros relatos de interagbes bioldgicas de microrganismos com
plantas (NESSNER & ESPOSITO, 2010). O termo rizosfera refere-se a regiao do solo sob a
influéncia direta das raizes. Estas modificam fisica e quimicamente o entorno do solo por
meio de trocas gasosas, mudangas na concentragao de nutrientes, producéo de metabolitos
secundarios, alteragao do pH, entre outros fatores (DAL FERRO et al., 2014; MCGAHAN et
al., 2014). Na rizosfera, as comunidades microbianas obtém a energia necessaria para o
crescimento a partir dos exsudatos radiculares e da mineralizagdo da matéria organica, com
consequente liberagao de nutrientes (MORGAN & WHIPPS, 2001; SHARMA et al., 2004). O
carbono e os nutrientes liberados estimulam o crescimento da microbiota, cuja populagao
pode atingir valores na ordem de 10° a 10" células por grama de solo (PINTON et al.,
2001).

Dentre as populagdes rizosféricas, encontram-se microrganismos saprofiticos e
simbiontes (WHIPPS, 2001; RICHARDSON et al., 2009). Esses grupos exercem influéncia
benéfica sobre as plantas de diversas maneiras, incluindo a secrecdo de compostos
inibitérios ao crescimento de patdégenos e pela competicdo com esses por nutrientes
(WHIPPS, 2001).

A capacidade dos fungos de se desenvolver no solo esta relacionada a produgao e
elongacao das hifas, as quais procuram nutrientes e agua nas diferentes topografias dos
substratos, passando por ranhuras e sulcos (HOFFLAND et al., 2004). Além disso, as hifas
contribuem para a dissolugdo de minerais por meio dos processos biomecanicos e
bioquimicos (BURFORD et al., 2003). O processo biomecanico é dividido entre direto e
indireto. O direto ocorre através da penetracdo das hifas no substrato, ao passo que o
processo biomecanico indireto é resultado da agdo de substancias mucilaginosas como
glomalinas, produzidas por fungos visando a formacéo de biofiimes e ades&o ao substrato
(LIAN et al., 2008).



Uma vez que as populagdes fungicas encontram-se instaladas no solo, contribuem
na decomposicdo de residuos vegetais, ciclagem de elementos vitais, transporte de
nutrientes, formagdo de agregados, supressdao de doengas associadas as plantas e
sequestro de carbono (DEGENS et al., 1996; KOWALCHUK, 1999; HE et al., 2005; OROS-
SICHLER et al.,, 2006; SINGH et al., 2006; SHANKAR et al., 2011; MAGER & THOMAS,
2011; MAPELLI et al., 2012). Estes quando associados a plantas podem estabelecer
relacbes simbidticas, endofiticas, saprofitas ou patogénicas (AGUILAR-TRIGUEROS et al.,
2014).

Fungos promotores do crescimento vegetal

Os fungos promotores do crescimento vegetal sdo organismos saprofitas, nao
patogénicos, que exercem agdes de antagonismo contra patégenos por meio da competicao
por nutrientes e produgdo de antibioticos (SHIVANNA et al, 1996; WHIPPS, 2001;
VESSEY, 2003), solubilizagcdo de fosfato (MITTAL et al, 2008), bioabsor¢cdo e
bioacumulagido de elementos téxicos (DENG et al,, 2011), e produgdo de fitormbnios
(MARTINEZ-MEDINA et al., 2011). Todos eles alojam-se na superficie da raiz ou nos
espacos intercelulares da epiderme e do cértex radicular das plantas (ANDREWS &
HARRIS, 2000).

Embora ndo estejam totalmente elucidados os mecanismos utilizados pelos fungos
promotores do crescimento vegetal, foram detectados alguns mecanismos diretos
responsaveis pela produgdo e transporte de fitormdnios e reguladores de crescimento, tais
como auxinas, giberelinas, e outros mecanismos indiretos, que induzem a resisténcia
sistémica da planta ou aliviam o estresse oxidativo (SINGH et al., 2013).

Os fitorménios s&o moléculas sinalizadoras que atuam como mensageiras quimicas,
controlando o crescimento e desenvolvimento das plantas. Sdo também os principais
agentes reguladores da expressao genética intrinseca dos vegetais (BACA & ELMERICH,
2007).

Auxinas

O acido indol-3-acético (AlA) foi purificado pela primeira vez em 1935 do fungo
Rhizopus suinus (BACA & ELMERICH, 2007) e relatado ocorrendo conjuntamente com
outros compostos como o acido indol-3-butirico (AIB), ou formas conjugadas do acido indol-
acético. Sabe-se que o AIA promove o desenvolvimento dos tecidos radiculares,
promovendo a rizogénese. As raizes produzidas atraem microrganismos pela exsudagao de
triptofano, principalmente quando estdo sob estresse abidtico induzido pela presenca de

metais pesados (TANIMOTO, 2005; KAMILOVA et al., 2006; GRAVEL et al, 2007,
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FASSLER et al., 2010). O triptofano € considerado o principal precursor da sintese de AIA
em plantas e fungos. Nas plantas, o triptéfano é convertido em triptamina nas vias
alternativas para a biossintese de indol-3-acetaldeido, precursor do AIA (TSAVKELOVA et
al., 2012). No caso dos fungos, a fonte de triptofano é geralmente externa, pois a maioria
deles nao apresenta a capacidade de sintetizar esse aminoacido (ROBINSON et al., 1998).
No entanto, foi documentado em culturas puras de Colletotrichum gloesporioides f. sp.
aeschynomene, a presenga de genes que codificam a indol-3-acetaldeido desidrogenase,
responsavel pela sintese de auxina (ROBINSON et al., 1998).

A presenca de microrganismos produtores do AIA nas raizes alteram o pefrfil
hormonal da planta, aumentando a biomassa tanto do sistema radicular quanto da parte
aérea (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009). A presencga de auxina induz a extrusdo de
protons com a consequente acidificagao do apoplasto e enfraquecimento da parede celular
(KIM et al., 2001), levando a expansao das célula radiculares. Embora diferentes fungos
produzam AIA, o efeito na promoc¢ao de crescimento vegetal s6 é exercido na rizosfera
(TOUMI et al., 1993).

Giberelinas

As giberelinas (GA) foram descritas por Kurosawa (1926) nos estudos da doenga
gerada pelo fungo Gibberella fujikuroi. Esses compostos correspondem a diterpenoides e
compartilham estrutura tetraciclica denominada ent-giberelano. Possuem 19 ou 20 atomos
de carbono, sendo mais bioativas as de 19 (BOMKE & TUDZYNSKI, 2009). Ja foram
descritas mais de 136 tipos de giberelinas produzidas por bactérias, plantas e fungos, sendo
GA;, GA;, GA, e GA; as de maior atividade biologica (BOMKE & TUDZYNSKI, 2009;
HASAN, 2005). Os fungos sintetizam as GAs a partir do acetil-CoA, via acido mevalénico
(MVA) e da unidade isoprenoide isopentil difosfato (IPP) (BOMKE & TUDZYNSKI, 2009).

As GA estimulam a elongagao celular, a germinagdo de sementes, a determinagao
do sexo da planta, o florescimento, a formacédo de frutos e a senescéncia do vegetal
(BOMKE e TUDZYNSKI, 2009), além de auxiliarem na protegcdo de danos osmoéticos na
membrana plasmatica (HASAN, 2005).

Por exemplo, Aspergillus fumigatus sp. LH02, quando crescido em condi¢des de
laboratério, apresentou producao média de GA, (24,8 ng/mL) GAg (1,2 ng/mL) e GA4» (9,8
ng/mL). Uma vez conhecida sua capacidade de producdo do fitormbnio, este foi inoculado
no sistema radicular de plantas de soja, crescida em concentracdes salinas entre 70 e 140
mM. Sob essas condi¢des, o microrganismo promoveu aumentos no comprimento, altura

matéria seca, area folhar e conteudo de clorofila e diminuiu as concentracbes do acido
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abscisico (ABA) na planta, sendo ferramenta biotecnolégica potencial para uso em culturas
sob estresse salino (KHAN et al., 2011).

Citocininas

As citocininas foram descobertas em 1955 por Skoog. Inicialmente a substancia foi
denominada cinetina, apresentando atividade de promog&o da mitose de tecidos de tabaco
in vitro (MOORE, 1979). Esses fitormbnios sao reguladores do crescimento das plantas,
possuindo papel importante na divisao e diferenciacdo celular. Estimulam a iniciacdo do
broto, formagédo de gemas, crescimento de gemas laterais, expansao foliar e sintese de
clorofila. Além disso, aumentam a resisténcia a salinidade e baixas temperaturas (TASSI et
al., 2008).

Sideréforos

Na natureza, o ferro (Fe®*) apresenta baixa solubilidade, constituindo fator limitante
ao desenvolvimento vegetal (YU et al., 2011). Bactérias e fungos desenvolveram adaptacao
ecoldgica para contornar essa limitagao pela sintese de moléculas de baixo peso molecular,
denominadas sideréforos, que sdo capazes de complexar o Fe*, formando complexos
facilmente absorviveis pela célula produtora do sideréforo (BAAKZA et al., 2004).

Os siderdéforos apresentam diferentes naturezas quimicas dependendo do organismo
que o produz. Os do tipo hidroxamato sao sintetizados pela grande maioria de fungos; ja os
carboxilatos, sdo produzidos pelos zigomicetos; e os catecolatos, sintetizados por bactérias
(BAAKZA et al., 2004; JOHNSON, 2008). Os hidroxamatos sdo moléculas derivadas da
ornitina, responsaveis pela ligagdo do ferro (JOHNSON, 2008).

Em fungos, os hidroxamatos podem ser compostos por fusarinas, coprogens e
ferricromos. As fusarinas estdo compostas por dois ou trés subunidades de cis-fusarinas, os
coprogens contém subunidades de frans-fusarinas, as quais sao lineares e podem formar
dihidroximatos ou trihidroximatos, e os ferricromos que sdo moléculas de hexapeptideos
ciclicos (HOLINSWORTH & MARTIN, 2009).

Os sideroforos sintetizados pelos fungos absorvem o ferro de quatro formas
diferentes. A primeira é pelo mecanismo de simporte, onde o complexo sideréforo-Fe (lll) é
transportado através da membrana citoplasmatica por proteinas especificas. Uma vez
introduzido na célula, o ferro é removido do complexo e reduzido para ser armazenado no
interior celular (HOLINSWORTH & MARTIN, 2009). O segundo mecanismo de absor¢ao do
ferro & por meio das proteinas carregadoras ou de transporte que transferem o ferro (lll) ao
interior celular. O terceiro mecanismo é por meio da reducado e degradagido do sideréforo

catalisada pelas enzimas esterases. Uma vez degradada a molécula, enzimas especificas
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removem o Fe™ que é, entdo, transportado para o interior da célula. Por ultimo, o Fe é

reduzido a Fe*? na membrana por redutases, sendo, em seguida, transportado para o
interior da célula (HOLINSWORTH & MARTIN, 2009).

Na literatura foram descritos 20 isolados fungicos de ambientes marinhos e terrestres
com resposta positiva para a producdo de sideréforos do tipo hidroxamato e carboxilatos,
observando-se que os isolados terrestres produzem maior quantidade de sideréforos em
relacdo aos marinhos (BAAKZA et al., 2004). No solo, o complexo sideréforo-Fe (l11) pode
ser diretamente absorvido pela planta através da via de reducdo de Fe** (YEHUDA et al.,
1996), ou imobilizado no solo (YU et al., 2011).

Disponibilizagao de nutrientes

Muitos microrganismos promotores de crescimento vegetal atuam aumentando a
disponibilidade de nutrientes na rizosfera (VESSEI, 2003). Quando ha escassez de
nutrientes nesse local, ocorre aumento na mineralizagdo da matéria orgénica do solo,
liberando os nutrientes dos compostos recalcitrantes. Em condi¢cdes de abundancia, ocorre
a imobilizagcao de nutrientes, pela formagao de biomassa, diminuindo a disponibilidade de
nutrientes para as plantas (FONTAINE et al., 2011).

Um dos mecanismos de aumento da disponibilidade de nutrientes pela microbiota do
solo corresponde as reagdes de solubilizacdo. Dentre os nutrientes mais importantes neste
processo, encontra-se o P.

Na maioria dos solos brasileiros, o fosforo constitui fator limitante para a produgéo
agricola, devido a formagao de fosfatos de baixa solubilidade no solo (FROSSARD et al,,
2014). Os produtos iniciais da rea¢ao de fosfato com particulas de solo sdo principalmente
fosfato mono-hidrogénio de calcio di-hidratado (CaHPO,4+2H,0), fosfato mono-hidrogénio de
célcio (CaHPOQ,), fosfato férrico coloidal e fosfato de aluminio coloidal (LINDSAY, 1962). A
solubilizacdo de fosfatos metalicos por fungos promotores de crescimento vegetal é
importante ja que torna fosfatos disponiveis para as plantas e outros microrganismos. Os
dois principais mecanismos empregados pelos fungos sédo a aciddlise, oriunda da excregéo
de prétons H* acidificando o meio e a liberagéo de acidos organicos, como o acido citrico
(JACOBS et al., 2002; MENDES et al., 2014).

Pelo exposto acima, conclui-se que o emprego de microrganismos promotores de
crescimento na revegetagao de areas mineradas ou nos locais de deposicao dos rejeitos da
atividade de mineracdo tem grande potencial de aplicagado no Brasil. A associacdo desses
microrganismos com as espécies de plantas utilizadas na revegetacdo pode facilitar o
restabelecimento da base de produgado primaria, fundamental para o funcionamento dos
ecossistemas. Por meio dos mecanismos de promogao de crescimento, 0s microrganismos
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rizosféricos podem, além de aumentar a disponibilidade de nutrientes essenciais as plantas,
mitigar os efeitos negativos das condigdes do meio sobre o crescimento e desenvolvimento
vegetal.

No Brasil, pesquisas sobre o uso de microrganismos promotores de crescimento
vegetal, e em especial de fungos, sdo escassos, a despeito da grande diversidade biolégica
existente no Pais. Dessa forma, trabalhos de prospecgédo de microrganismos com potencial

de aplicacdo na solugdo de diversos problemas ambientais sdo de grande valor.
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RESUMO

A presenca de arsénio (As) e a elevada salinidade de alguns rejeitos oriundos do
processo de mineracao de ouro dificultam as agdes de revegetacao dos locais de deposicao
desses materiais. Assim, os objetivos deste trabalho foram isolar e caracterizar fungos
rizosféricos que contribuam para o crescimento de Crotalaria spectabilis Roth. em condigbes
de elevada salinidade e disponibilidade de As, comuns nos rejeitos da mineragdo do ouro.
Os isolados foram obtidos a partir da rizosfera de gramineas cultivadas em bacias com
diferentes tipos de rejeitos denominados ‘rejeito B1’ ‘rejeito B2’ e ‘Blend’, no Municipio de
Paracatu, MG. O rejeito B1 corresponde a um substrato mais intemperizado, com menor
teor de sulfetos; o rejeito B2 é substrato pouco intemperizado, com maior teor de sulfetos; e
o Blend é oriundo do processamento dos dois substratos juntos. Foram obtidos 227 isolados
fungicos a partir da rizosfera de plantas cultivadas nesses substratos, dos quais 57 foram
selecionados segundo caracteristicas morfolégicas distintas. Em um primeiro experimento,
guando inoculados no sistema radicular de C. spectabilis, cultivada em mistura de solo e
areia, 7:3 (v/v), os isolados 8, 27, 31, 33, 44, 45, 49, 50, 54 e 57 promoveram incrementos
de até 65,8 % da matéria seca total das plantas em comparagdo ao controle, sem
inoculagdo. Esses dez isolados fungicos expressaram mecanismos de promocgado de
crescimento vegetal in vitro, tais como a produgdo de acido indol-3-acético (AlIA) e de
giberelinas (GAs) e a solubilizagéo de fosfatos. A producdo maxima de AlA foi de 23 mg L™,
obtida pelo isolado 27. O isolado 44 teve produgdo de 45,4 mg L™ de GAs. A fonte de fosfato
inorganico mais solubilizada foi o fosfato de calcio, com valores entre 47 e 655 mg L™ de P
solubilizado. Em um segundo experimento, foi testada a capacidade de promogédo de
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crescimento de C. spectabilis dos isolados inoculados no sistema radicular da planta
cultivada em solo (Latossolo) e nos rejeitos B1, B2, Blend e Mix (mistura de areia com B2 na
proporcdo 8:2, v/v). Os dez isolados flungico selecionados promoveram diferencas
significativas na producado de matéria seca das plantas, a depender do substrato utilizado
para o cultivo. No Latossolo, o isolado 57 teve o melhor desempenho. No rejeito B1 e B2,
os isolados 31, 33 e 49 proporcionaram maior aumento da producdo de matéria seca total.
No substrato Blend, os melhores isolados foram o 27, 44 e 57. Ja no substrato denominado
Mix, os isolados que demonstraram maior capacidade de promoc¢ao do crescimento de C.
spectabilis foram o 33, 49 e 57. Esses resultados indicam a necessidade de selegao prévia
dos microrganismos com maior potencial para um dado local ou substrato. O uso de fungos
promotores de crescimento de planta € uma estratégia promissora para a revegetacio de
areas de deposicéo dos rejeitos da mineragao do ouro.

ABSTRACT

The presence of arsenic (As) and the high salinity of gold mine tailings make it difficult to
reclaim mined sites and tailing deposits. Thus, the objective of this work was to isolate and
characterize rhizospheric fungi capable of promoting Crotalaria spectabilis Roth. growth
under high salinity and As availability prevalent in the gold mine tailings. The fungal isolates
were obtained from the rhizosphere of plants grown in different tailings, namely B1, B2, and
Blend, at Paracatu, MG, Brazil. The B1 tailing corresponds to a weathered substrate, with
low sulfite content; the B2 tailing is a less weathered substrate than B1 and contains high
sulfite levels; the Blend results from the processing of B1 and B2 simultaneously. A total of
227 fungal isolates were obtained, from which 57 were selected based on distinct
morphological traits. In a first experiment, when the selected isolates were inoculated onto
the roots of C. spectabilis, grown in a soil:sand mixture, 7:3 (v/v), the isolates 8, 27, 31, 33,
44, 45, 49, 50, 54, and 57 promoted increases in total dry matter of up to 65.8% in
comparison to the control, without inoculation. These isolates were also capable of
expressing plant growth promoting mechanisms in vitro, such as indol-3-acetic acid (IAA)
and gibberellin (GAs) production and phosphate solubilization activity. The maximum
production of AIA was 23 mg L™ by the isolate 27. The isolate 44 produced 45.4 mg L™ of
GAs. The solubilization of calcium phosphate varied from 47 to 655 mg L™ soluble P. In a
second experiment, the inoculation of C. spectabilis roots, grown in a soil substrate (Oxysol),
B1, B2, Blend or Mix (sand and B2 at 8:2, v/v), with the ten selected isolates promoted
significant differences in total dry matter production that varied according to the substrate
used for plant growth. In the Oxysol, isolate 57 had the best performance. In B1 and B2,
the isolates 31, 33, and 49 promoted the highest increases in total dry matter. In the Blend
substrate, the best isolates were 27, 44, and 57. In the Mix, the isolates that showed the
highest growth promoting capacity were 33, 49, and 57. Our results indicate the need to
previously select the adequate microorganisms with the highest potential of use for a given
location or substrate. The use of plant growth promoting fungi is a promising strategy for the
reclamation mined sites and tailing deposits.

23



INTRODUGAO

O ouro, Au, é elemento quimico de numero atbmico 79, pertencente ao grupo dos
metais de transicdo da tabela periddica. E considerado um dos metais preciosos mais
importantes, sendo usado pelo homem como padrao monetario internacional, na joalheria e
nas industrias eletrbnica e civil. Por essa razdao, a demanda pelo elemento no mundo é
elevada, fomentando as atividades de mineragéo em varios paises (WESTON, 2012; SILVA
et al., 2013). O Brasil ocupa o 13° lugar no ranking mundial de produgdo desse mineral,
gerando divisas ao pais da ordem de US$ 2,2 bilhdes por ano, com tendéncia de aumento
desse montante a longo prazo (IBRAM, 2013)

Embora na atualidade tenham sido desenvolvidas diferentes técnicas para melhorar
0 processo de extracdo e purificagdo do metal, muitas perturbagbes ambientais ainda sao
causadas pela atividade de mineragdo do ouro, a exemplo da supressdo da vegetacéo e a
geragao de residuos téxicos, contendo As e, ou Hg, que levam a perda das propriedades
fisico-quimicas e microbiologicas do solo. Tais perturbagcdes afetam negativamente as
plantas, os animais silvestres e os microrganismos presentes na area explorada, levando ao
comprometimento da capacidade de resiliéncia do ambiente e, por consequéncia, da
capacidade de ciclagem biogeoquimica (KYLE et al., 2012; MAPELLI et al., 2012).

No caso das jazidas de ouro, a presenga do As na forma de minerais primarios
(arsenopirita; orpimento; realgar) ou em formas ibnicas (arsenatos e arsenitos) € comum.
Por essa razdo, para a autorizagdo do licenciamento ambiental visando a extragcdo do
minério, o Brasil exige, por meio da legislagdo vigente, estudos de impacto ambiental e o
relatorio de impacto ambiental no qual, dentre outros documentos, deve conter a elaboragao
e execugdo de Plano de Recuperacgéo de Area Degradada (PRAD), cujos objetivos podem
ser a reabilitacdo, a recuperacdo, a regeneragao, a restauragdo do solo ou mudangas no
uso do mesmo apos o processo de mineracao (IBAMA, 2011).

A capacidade de recuperacao de areas degradada depende da disponibilidade de
nutrientes e agua para que os diferentes organismos possam se desenvolver, razdo pela
qual tém sido incluidos em alguns PRADs, a adicdo de residuos organicos naturais ou a
introducdo de produtores primarios de biomassa, representados majoritariamente pelas
plantas (PATRICIO, 2009). Nesse contexto, a Crotalaria spectabilis Roth. é
reconhecidamente tolerante ao As, podendo ser introduzida como pioneira em areas
contaminadas com esse elemento (FELIPE et al., 2009; KAPPES et al., 2011). Essa
espécie apresenta ainda bom desenvolvimento radicular em solos compactados (ROSOLEM
et al., 2002).

Por outro lado, o uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal tem sido

preconizado com vistas a introducao de plantas pioneiras em areas degradadas pela
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atividade de mineragdo (MAGER & THOMAS, 2011; MAPELLI et al, 2012). Esses
microrganismos habitam a rizosfera da planta e promovem crescimento vegetal por meio de
varios mecanismos, dentre os quais citam-se a fixacdo de N,, a solubilizagcao de fosfato, a
producao da desaminase do acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC desaminase), a
producéo de fitormonios e sideroforos e a supressao de patégenos (MARTINEZ-MEDINA et
al., 2011; SINGH et al., 2013). Além desses mecanismos, 0S microrganismos promotores
de crescimento vegetal beneficiam as plantas por meio da destoxificagcdo de espécies
reativas de oxigénio, comumente induzidas sob condigcbes de estresse (BAREEN et al.,
2012). Esse beneficio é obtido pela produgao e secrecido das enzimas catalase, peroxidase,
superoxido-dismutase, glutationa-peroxidase e ascorbato-peroxidase pelo microrganismo
(MEE & KIEBER, 2013).

Tendo em vista as multiplas interagdes benéficas entre planta e microrganismos
rizosféricos, o presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar fungos rizosféricos
que contribuam para o desenvolvimento de C. spectabilis em condicbes de elevada
salinidade e disponibilidade de As, visando a revegetacdo de areas de deposicdo dos

rejeitos da mineracao de ouro.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Associagdes Micorrizicas do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG. Para
isolamento fungico, amostras de substrato foram coletadas a partir do sistema radicular de
plantas graminaceas cultivadas nos rejeitos de mineracdo de ouro no Municipio de
Paracatu, MG (17° 08’ 23.7” S, 46° 52’ 35.8” WO, a 661 m), Brasil, em fevereiro de 2013. As
plantas existentes nesses substratos, em condigdes de viveiro, bem como o rejeito aderido
as raizes, foram coletados, acondicionados em sacos plastico de polietileno e mantidos a 4
°C até a manipulagao. No laboratdrio, as particulas finas do rejeito frmemente aderido as
raizes foram coletadas apds agitacdo mecanica das plantas, constituindo uma amostra
composta denominada rejeito rizosférico.

Os substratos utilizados para o cultivo das plantas foram Latossolo, Latossolo:areia
(7:3 viv), rejeito B1 (substrato mais intemperizado, com menor teor de sulfetos), rejeito B2
(substrato pouco intemperizado, com maior teor de sulfetos), Blend (substrato oriundo do
processamento de B1 e B2 juntos) e Mix (mistura de areia com B2 na proporgao 8:2, v/iv).
Os substratos foram caracterizados quimica e fisicamente de acordo com as metodologias
de analise de solo de RAIJ et al. (2001), DEFELIPO & RIBEIRO (1997) e EMBRAPA (2011)
(Tabela 1).

Isolamento fungico

Um grama do rejeito rizosférico foi diluido em 9 mL de solugao salina (NaCl, 0,85%).
Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes foram plaqueadas em meio Batata-Dextrose-Agar, BDA, e
Agar Martin (glicose, 10 g; peptona, 5 g; KH,PO,, 1 g; MgS0,.7H,0, 0,5 g; rosa bengala,
0,03 g; agar, 15 g; estreptomicina, 30 mg/L). As diferentes diluicdes foram plaqueadas cinco
vezes em cada meio. As placas foram incubadas por sete dias a 25 °C. As colbnias com
morfologias distintas foram purificadas por repicagens sucessivas do micélio em BDA
suplementado com estreptomicina a 30 mg/L (LACAP et al., 2003). Foram descartados
fungos do género Trichoderma e os reconhecidamente fitopatogénicos. As culturas puras

obtidas foram mantidas em BDA a 25 °C.
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Tabela 1. Caracterizagao fisico-quimica dos substratos utilizados.

Caracterizagao quimica

Amostra pH As K Ca®” Mg* H+Al SB (1) (T) CE P-rem  m Na S Cu Mn Fe Zn
-mg/dm?-- cmol/dm?® mS/cm Mg/l ¢ mg/dm?
B1 43 3,08 20 082 261 14 344 373 484 555 7,8 1,54 64,3 0,85 58,9 657,7 11,54
B2 6,3 141 88 212 116 06 3,51 3,51 411 4,05 0 0,73 41,8 0,92 59,1 1827 6,28
Mix 6,2 083 44 123 056 0,5 19 19 24 2,56 15,43 0 0,0 19,6 1,07 59,8 928,7 4,75
Blend 70 6,74 41 176 065 05 252 252 3,02 256 0 0,33 18,1 7,09 19,1 707,17 8,58
Latossolo 49 - 17 062 0,15 26 081 1,2 3,41 0,9 2575 32,5 0,0 40,6 2,12 36,7 184,8 3,51
Lat‘;_s,jo'o 60 -— 53 139 044 23 197 197 427 - 348 00 = o e e e
Caracterizagao fisica
Equivalente  Densidade de . I : .
Substrato . . Areia grossa Areia fina Silte Argila Classe textural
umidade particulas
—-kglkg-— - kg/dm®-— dag/kg------===-=mn===-
B1 0,271 2,66 23 69 2 Franco-Siltosa
B2 0,069 2,80 27 54 18 1 Areia-Franca
MIX 0,034 2,82 59 25 11 6 Areia-Franca
BLEND 0,505 2,70 0 97 3 Silte
Latossolo 0,091 2,75 69 5 17 Franco-Arenosa
Latc;s; oo . 60 10 15 15 Franco-Arenosa

pH em agua — Relacdo 1:2,5. P e K: extrator Mehlich 1. Ca, Mg: extrator KCI 1 mol/L. H+Al: extrator Acetato de célcio 0,5 mol/L pH 7,0. SB:
soma de bases. CTC(t): capacidade de troca catidnica efetiva. CTC(T): capacidade de troca catidbnica a pH 7,0. V: indice de saturacéo de
bases. m= indice de saturagdo de aluminio. S:extrator fosfato monocalcico em acido acético. Cu, Mn, Fe, Zn, Condutividade Elétrica (CE):
extrator Mehlich 1. As extrator Mehlich 3.
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Triagem de isolados promotores de crescimento de C. spectabilis em mistura solo:

areia

Para a obtencdo de plantulas, sementes de C. spectabilis foram desinfestadas
superficialmente pela imersdo em alcool a 70 %, por um minuto, seguido de enxague com
agua destilada esterilizada e imersao em peroxido de hidrogénio a 65 %, por 6 minutos.
Apods o tratamento de desinfestagdo, as sementes foram enxaguadas com agua destilada
esterilizada por trés vezes e semeadas em bandeja contendo mistura de solo e areia
autoclavada na proporgao de 7:3 (v/v).

Quinze dias apdés a semeadura, as plantulas foram transplantadas para vasos
plasticos, contendo 390 g do mesmo substrato, e inoculadas no sistema radicular com trés
discos de agar de 9 mm de didmetro, contendo micélio dos isolados flingicos crescidos em
BDA por sete dias a 25 °C. Testaram-se o total de 57 isolados fungico e um controle, sem
inoculagao, foi também incluido. As plantas foram cultivadas por 60 dias em casa de
vegetacao, sendo irrigadas diariamente com agua destilada, conforme a necessidade. Cada
vaso recebeu semanalmente 20 mL de solugéo nutritiva de Clark (Clark, 1975) a 4 da forga.
A altura da planta foi medida semanalmente, correspondendo a distancia do coleto ao apice
do ultimo ramo com folhas.

Apos 60 dias, as plantas foram coletadas e a parte aérea e o sistema radicular
separado. A matéria seca foi determinada apds secagem em estufa a 70°C até peso
constante. O material foi moido em moinho com malha de 2 mm e submetido a digestao
nitrico-perclorica. Os teores de Ca, Mg e Fe foram determinados por espectrofotometria de
absorcao atébmica; o teor de K, por fotometria de chama; e o P pelo método da vitamina C
(BRAGA & DEFELIPPO, 1974; SINGH et al., 2009). A eficiéncia de utilizacdo de nutrientes
foi definida de acordo com a quantidade de biomassa produzida por unidade de nutrientes
nos tecidos vegetais (ASRAR & ELHINDI, 2011).

O experimento foi montando em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e as médias para as variaveis
analisadas foram avaliadas segundo o teste de Scott-Knott a 5 % de significancia. Efetuou-
se andlise de componentes principais para eficiéncia e conteudo de macro- e
micronutrientes presentes nas plantas segundo DUNTEMAN (1989) e KOSLOV & ENRIGHT
(1985).
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Avaliagcao da expressdao de mecanismos de promoc¢ao de crescimento vegetal in vitro.

Dez isolados fungicos foram selecionados segundo o aumento da matéria seca pelo
teste Scott-Knott a 5% de significancia, para a avalicdo dos diferentes mecanismos de
promocao do crescimento vegetal. Trés discos de 9 mm do meio de cultura BDA, contendo
micélio, foram inoculados em frascos erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL dos meios
apropriados descritos abaixo. Os experimentos de produgéo de acido inddl-3-acético (AlA),
giberelinas (GA), siderdforos e de solubilizagdo de fosfato foram montados em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticbes. Os dados foram submetidos a ANOVA e

testes de agrupamento (Scott-Knott) a 5% de probabilidade.

Producédo de AIA: Os isolados foram inoculados em meio Czapek-Dox (NaNO;, 3,0 g;
MgS0,.7H,O, 0,5 g; KCI, 0.5 g, FeSO,, 55 mg; KH,PO, 1,0 g; sacarose, 30 Q)
suplementado com triptofano a 5 mmol/L. Os frascos foram incubados a 28 °C e 180 rpm
por sete dias, na auséncia de luz (TSAVKELOVA et al., 2012). Uma aliquota de 1 mL do
meio de cultura foi retirada para quantificagéo do AIA. Apéds centrifugagéo por 7000 g por 15
min, a concentracao de AIA no meio foi determinada pelo método colorimétrico de Salkowski
(GORDON & WEBER, 1951), com modificagbes (FeCl;6H,0, 0,5 mol/L; HCIO, a 35%;

comprimento de onda de 540 nm).

Producgao de GA: Os isolados foram inoculados em meio ICI (Glucose, 80 g; NH4NO3, 2,4
g; KH,PO,, 5,0 g; MgSOQO,, 1,0 g; elementos trago, 2 mL) e cultivados a 25 °C e 250 rpm, por
sete dias (BORROW et al., 1955). Os sobrenadantes das culturas foram coletados e
centrifugados a 3360 g por cinco min. Os teores de GA foram determinados utilizando-se o

reagente de Folling-Wu, segundo o método descrito por ATZHORM et al. (1988).

Produgéao de sideréforos: Os isolados foram inoculados em meio para Ascomycota
descrito por Grimm e Allen (1954) (K.SO,, 1,0 g; acetato de aménia, 3,0 g; K.HPO,, 3,0 g;
acido citrico, 1,0 g; sacarose, 20 g; tiamina, 2,0 mg; de CuS0O,4.5H,0, 0,0005 mg; MnSOQOy,,
0,035 mg; ZnS0O,4.7H,0 2,0 mg; MgS0,.7H,0, 80 mg; pH 6,8). Para a detec¢ao quimica dos
siderdforos tipo hidroxamato foi usada a técnica colorimétrica (NEILANDS, 1981) e o teste
de sais de tetrazolium (SNOW, 1954). Os sideroforos de tipo catecolatos foram detectados
pela técnica colorimétrica (ARNOW, 1937).

Solubilizagdo de fontes inorgénicas de fosfatos: Os fungos foram inoculados em meio
NBRIP liquido (NAUTIYAL, 1999), com adigéo de diferentes fontes inorganicas de fosforo
(CasP3HO3, FePO, ou AIPO,), em quantidades equivalentes a 5 g L' de P. Os frascos
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foram incubados a 25 °C e 250 rpm por sete dias. Ao final da incubacao o P soluvel foi

medido no sobrenadante das culturas pelo método colorimétrico descrito por JOHN (1970).

Promogao do crescimento de C. spectabilis em solo e rejeitos da mineragao de ouro

por fungos rizosféricos

Plantulas de C. spectabilis, obtidas como descrito anteriormente, foram
transplantadas, aos 15 dias apds a semeadura, para vasos plasticos contendo 1,0 kg de
substrato, a saber Latossolo, B1, B2, Blend e Mix. No momento do transplante, as plantulas
foram inoculadas com os isolados fungicos selecionados de acordo com o descrito acima.
Para cada tipo de substrato foram acrescentados controles com plantas nao inoculadas. As
plantas foram cultivadas por 60 dias em casa de vegetagao, com aplicagcdes semanais de 20
mL de solugédo nutritiva de Clark, Y2 da forca, e irrigagdo diaria com agua destilada para
manutenc¢ao do conteudo de agua préximo a capacidade de campo. A altura das plantas foi
medida semanalmente, correspondendo a distdncia do coleto ao apice do ultimo ramo com
folhas. Ao final do cultivo, as plantas foram coletadas e a parte aérea e o sistema radicular
separados. A matéria seca foi determinada apds secagem em estufa a 70°C até peso

constante. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento dos fungos rizosféricos

Foram obtidos o total de 227 isolados fungicos a partir do rejeito rizosférico. Na sua
maioria, os isolados corresponderam a individuos do filo Ascomycota. Desse total, os
microrganismos com caracteristicas morfoléogicas semelhantes entre si ou que
pertencessem ao género Trichoderma ou a taxons reconhecidamente fitopatogénicos, tais
como Fusarium, e Cladosporium, ou saproéfitas, como Rhizopus, foram descartados,
restando, ao final, o total de 57 isolados.

A maioria dos morfotipos fungicos isolados corresponderam aos géneros Aspergillus
e Penicillium, indicando baixa riqueza fungica no substrato. Esse resultado pode ser
comparado com os obtidos no bioma semiarido do nordeste do Brasil, onde as condigbes
ambientais de salinidade e de matéria organica do solo sdo similares as condigdes adversas
do rejeito (OLIVEIRA et al., 2013), reduzindo a diversidade de plantas e diminuindo a
presenca da fauna, responsavel, em parte, pela dispersao de fungos (KASEL et al., 2008).

Da mesma forma, relata-se que em quatro solos diferentes, com relagdo C:N entre
0,4 e 5,0, os Ascomycota sao capazes de se desenvolver, mesmo em condi¢des de baixo
teor de nutrientes, baixas concentragdes de P extraivel e baixa relagédo C:N (LAUBER et al.,
2008), sendo compativeis com os isolados obtidos do rejeito da minerag&o do ouro.

A amostragem do rejeito rizosférico foi realizada em apenas uma época do ano. E
possivel que a diversidade fungica possa sofrer variagdes sazonais, como relatado por
GOMEZ-CORNELIO et al. (2012) para os géneros Cladosporium, Monodictys e Fusarium,
que se desenvolveram no periodo de alta umidade e pouco sol. Da mesma forma,
WOLLENZIEN et al., (1995) relataram a ocorréncia de Alternaria, Aspergillus e
Cladosporium na época de chuvas, condi¢cdes climaticas similares ao momento da coleta
das amostras utilizadas no presente trabalho.

Como o escopo deste trabalho nao foi o de fazer levantamento da diversidade
fungica do rejeito rizosférico ao longo do tempo, concluiu-se que as estratégias de
amostragem e de isolamento adotadas permitiram a obtencdo de um conjunto significativo
de isolados para a prospeccao da capacidade de promogdo de crescimento de C.

spectabilis.

Triagem de isolados promotores de crescimento de C. spectabilis em mistura solo:
areia

A inoculagado do sistema radicular de plantas de C. spectabilis com os 57 isolados
provocou aumentos ou diminuigdes significativas na produgao de matéria seca total, matéria

seca da parte aérea, matéria seca das raizes, na altura das plantas e no comprimento das
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raizes (Figura 1 e 2) (Tabela 2). Esses resultados indicam ampla variagdo na comunidade
fungica rizosférica em trazer beneficios para a planta hospedeira em condicbes de
inoculagéo controlada, evidenciando a obrigatoriedade de se triar previamente os isolados
de maior potencial de promoc¢ao de crescimento. Dentre os 57 isolados, 72 % estimularam o
desenvolvimento das plantulas de C. spectabilis.

Os isolados fungicos foram divididos em 4 grupos (p<0,05) (Figura 1). O grupo |
possui 15 isolados fungicos com médias de matéria seca entre 1,33 a 1,89 g/planta. O grupo
Il possui 21 isolados, com meédias entre 2,02 a 2,29 g/planta. O grupo Il possui 13 fungos,
com médias entre 2,39 a 2,75 g/planta. O grupo IV possui 8 isolados, com médias entre 2,85
a 3,31 g/planta. O controle teve como média 1,76 g/planta. Em média, o aumento da
matéria seca das plantas inoculadas foi de 17 % para o grupo Il, 36 % para o grupo lll e 66
% para o grupo IV.

Em relagdo a altura e ao comprimento do sistema radicular, os isolados agruparam-
se em 3 e 2 grupos (p<0,05), respectivamente (Figura 2). Para altura, o grupo | possui 5
isolados fungicos com médias entre 14,3 e 16 cm/planta; o grupo Il possui 21 fungos, com
médias entre 17,5 a 19,6 cm/planta; o grupo Il possui 30 isolados fungicos com médias
entre 19,7 a 25,1 cm/planta e o controle com média de 18,3 cm/planta. O grupo | apresentou
valores abaixo da média do controle, uma vez que nessas condigdes, certos fungos
rizosféricos, agora em ambiente bidtico diferente do original, podem manter interacdes
negativas com a planta, inclusive a de parasitismo. De fato, os fungos do solo podem
apresentar comportamento biotréfico, necrotréfico, saprofitico ou de simbiose temporaria, a
depender das condigbes ambientais vigentes (AGUILAR-TRIGUEROS et al, 2014).
Alternativamente, alguns fungos que provocaram respostas negativas na produgédo de
matéria seca, altura e comprimento do sistema radicular podem representar individuos
fitopatogénicos que escaparam da triagem inicial realizada.

Considerando-se as médias de producado de matéria seca total, os isolados testados
foram agrupados em quatro grupos, a saber, grupo |, com 8 isolados, grupo Il, com 13,
grupo Il, com 20 e grupo IV, com 16 mais o tratamento controle, sem inoculagdo. Em média
o grupo | promoveu aumento da matéria seca total de 65,8%, seguido pelo grupo Il, com
35,9%, e pelo grupo lll, com 16,4%.

Por outro lado, a inoculagao do sistema radicular da C. spectabilis com os isolados
fungicos rizosféricos levou a diferentes comportamentos nutricionais da planta em relagao
ao conteudo e ao uso de macro- e micronutrientes na parte aérea (Figuras 3 e 4). As
reducdes e aumentos no conteudo variaram de -17,5 a 93,7 % para o N, de -49,0 a 82,9 %
para o P, de -47,2 a 80,8 % para o K, de -39,6 a 127,9 % para o Ca, de -19,0 a 129,7 %
para o Mg, de -51,9a 91,1 % parao S, de -17,2 a 585,2 % para o Cu, de 0,4 a 714,6 % para
o Fe, de -56,4 a 92,8 % para o Zn, de -20,9 a 219,6 % para o Mn, e de -75,5 a 160,6 % para

o B (Tabelas 5,6, 7 e 8 do Apéndice).
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Destaca-se que o comportamento das plantas na presenga dos fungos nédo foi o
mesmo observado quando as mesmas receberam somente nutricdo mineral. As redugoes
na eficiéncia de uso de macro- e micronutrientes podem estar relacionadas a desbalangos
no suprimento dos mesmos, fazendo com que um ou mais de um elemento seja limitante a
producao de matéria seca, mesmo estando os outros prontamente disponiveis. Da mesma
forma, a inoculagdo com os isolados fungicos pode alterar a atividade fotossintética e a
assimilagdo de carbono, com consequéncias significativas para a eficiéncia no uso de
nutrientes pelas plantas.

A anadlise de componentes principais (PCA) (Figura 3), explicou 51,37% da
variabilidade entre os isolados em relagao ao conteido de macro- e micronutrientes da parte
aérea de C. spectabilis. Para o componente 1, a PCA explicou 39,42 % da variabilidade,
sendo as variaveis de maior peso o contetdo de K, Ca, Mg e Zn. Para o componente 2, a
PCA explicou 11,95 % da variabilidade, com maior peso para o contetido de P, Mn e B.

A PCA explicou o 71,68 % da variabilidade entre os isolados na eficiéncia do uso de
macro- € micronutrientes na parte aérea de C. spectabilis (Figura 4). Para o componente 1,
a PCA explicou 62,09 % da variabilidade, sendo as variaveis de maior peso o uso de N, P,
Ca, Mg, Zn. Para o componente 2, a PCA explicou 9,65 % da variabilidade, com maior peso
para o uso do Cu e o B.

Hipotetiza-se que a variagdo na absor¢cdo de nutrientes pelas plantas inoculadas
possa estar relacionada a eficiéncia relativa dos isolados em expressar os mecanismos de
disponibilizacdo desses elementos nas condigdes testadas ou nas modificacbes qualitativas
e quantitativas que os mesmos induzem na producéo de sistema radicular. Essa variacdo na
expressao dos mecanismos de promog¢ao de crescimento de plantas por isolados fungicos
obtidos da rizosfera, do solo ou de residuos agricolas tem sido amplamente relatada
(ARRIAGADA et al., 2009; CHEN et al., 2010; KAHAN et al., 2011; LUO et al., 2012; DAL
FERRO et al., 2014).

Os isolados 4 e 53 foram os que promoveram os maiores aumentos de N na parte
aérea, 94 e 99 %, respectivamente. Em sistemas naturais, 0 aumento do conteudo de N em
plantas tem sido atribuido a contribuigdo dos fungos na reducao de perdas de NO, N,O e N,
provenientes da desnitrificacdo e na redugao da lixiviagao pela imobilizacdo do nutriente no
micélio (DE VRIES et al., 2011).
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Figura 1. Producdo de matéria seca de plantas de Crotalaria spectabilis inoculadas com
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fungos rizosféricos agrupados nos grupos |, Il, lll e IV, apds 60 de crescimento em
casa de vegetacdo. Grupo |I: médias entre 1,33 a 1,89 g/planta; grupo Il, médias
entre 2,02 a 2,29 g/planta; grupo Ill, médias entre 2,39 a 2,75 g/planta; grupo IV,
médias entre 2,85 a 3,31 g/planta. Aumento percentual foi, em média, de 17 %
para o grupo Il, de 36 % para o grupo lll e de 66 % para o grupo IV. As médias do
grupo | nao diferiram da média do tratamento controle

] m Altura
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Controle I Il [}
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Figura 2. Crescimento de plantas de Crotalaria spectabilis inoculadas com fungos rizosféricos

agrupados nos grupos |, Il, 1ll, ap6s 60 de crescimento em casa de vegetacdo. Para
altura, as médias do grupo | variaram entre 14,3 e 16 cm; para o grupo I, entre 17,5
a 19,6 cm; para o grupo lll, entre 19,7 a 25,1 cm; o controle situou-se no grupo Il.
Para comprimento da raiz, as médias do grupo | variaram entre 6,4 a 11,5 cm; para
o grupo Il entre 11,7 a 15,8 cm; o controle situou-se no grupo |.
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Tabela 2. Matéria seca total, matéria seca da raiz, matéria seca da parte aérea,
comprimento da raiz e altura de plantulas de Crotalaria spectabilis inoculadas no
sistema radicular com fungos rizosféricos, apos 60 dias de cultivo em casa de

vegetacao.
Isolados Matéria seca Matéria seca da Matéria seca da Comprin]ento Altura
total raiz parte aérea da raiz

=g =% g =% g Y g Y% g Y-
0 1,86 D 0 0,32 C 0 154 A 0 92 B 0 19,25 B 0
1 1,52 D -18 0,38 C 19 1,14 C -26 10,1 B 10 1595 C -17
2 207 C 11 0,83 C 157 1,24 B -19 158 A 72 19,25 B 0
3 1,85 D 0 0,61 C 90 1,24 B -19 95 B 3 18,45 B -4
4 213 C 15 0,60 C 87 1,53 A -1 10,6 B 15 18,4 B -4
5 229 C 23 0,91 B 182 1,38 B -10 10,5 B 14 19,65 A 2
6 1,89 D 2 0,70 C 119 1,19 C -23 6,4 B -30 17,5 B -9
7 1,79 D -4 042 C 30 1,37 B -11 9,8 B 7 19 B -1
8 260 B 39 1,00 B 212 1,59 A 3 85 B -8 19,6 A 2
9 1,48 D -20 0,54 C 68 094 C -39 9,8 B 7 18,1 B -6
10 1,34 D -28 042 C 31 0,92 C -40 9,7 B 5 15,25 C -21
1 204 C 10 065 C 103 1,39 B -10 10,3 B 12 18,25 B -5
12 1,58 D -15 0,38 C 18 1,20 C -22 121 A 32 19,4 A 1
13 222 C 19 1,00 B 210 1,23 B -20 12 A 30 18,5 B -4
14 1,79 D -4 0,71 C 121 1,07 C -30 9,7 B 5 158 C -18
15 1,34 D -28 0,34 C 5 1,00 C -35 119 A 29 16,3 C -15
16 1,83 D -2 042 C 32 140 B -9 13,6 A 48 18,45 B -4
17 1,70 D -9 0,61 C 90 1,09 C -30 10,7 B 16 18,25 B -5
18 251 B 35 0,96 B 199 1,55 A 1 11,7 A 27 20,6 A 7
19 224 C 20 0,81 C 153 142 B -8 91 B -1 18,6 B -3
20 227 C 22 1,07 B 233 1,20 C -22 95 B 3 18,5 B -4
21 246 B 32 0,90 B 180 1,56 A 1 95 B 3 20,05 A 4
22 1,86 D 0 0,50 C 56 1,36 B -12 10,3 B 12 17,85 B -7
23 229 C 23 065 C 103 163 A 6 10,6 B 15 20,2 A 5
24 249 B 33 1,14 B 254 1,35 B -12 148 A 61 20,6 A 7
25 231 C 24 0,74 C 129 1,57 A 2 10,1 B 10 21,7 A 13
26 245 B 32 091 B 182 154 A 0 10,3 B 12 21 A 9
27 322 A 73 1,60 A 398 162 A 5 10,5 B 14 20,85 A 8
28 210 C 13 0,71 C 122 1,39 B 10 104 B 13 19,3 A 0
29 227 C 22 0,56 C 73 1,717 A 11 11,7 A 27 213 A 11
30 254 B 36 096 B 200 1,57 A 2 10,2 B 11 20,95 A 9
31 3,14 A 69 1,80 A 459 1,35 B -13 14 A 52 18,9 B -2
32 197 C 6 0,62 C 93 1,35 B -12 13,7 A 49 19,55 B 2
33 331 A 78 1,56 A 384 1,76 A 14 131 A 42 20,2 A 5
34 221 C 19 042 C 31 1,79 A 16 10,9 B 18 21,85 A 14
35 256 B 37 0,92 B 185 164 A 6 9 B -2 251 A 30
36 232 C 24 0,81 C 151 1,561 A -2 11,3 B 23 20,55 A 7

Na coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5
% de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi calculada em relag&o ao tratamento controle, sem
inoculagao.
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Tabela 2. Continuagao

Matéria seca Matéria seca da Matéria seca Comprimento

Isolados Total raiz aérea da raiz Altura
I L L e (e s e
37 229 C 23 0,97 B 203 1,32 B -15 10,9 B 18 194 B 1
38 1,87 D 0 0,45 C 40 142 B -8 10,3 B 12 18,4 B -4
39 202 C 8 0,47 C 45 1,55 A 1 9B -2 20,65 A 7
40 225 C 21 091 B 182 1,35 B -13 141 A 53 18,95 B -2
41 257 B 38 0,98 B 204 1,60 A 4 10,8 B 17 2165 A 12
42 219 C 18 0,56 C 73 1,64 A 6 114 B 24 21,7 A 13
43 214 C 15 0,71 C 120 143 B -7 10,5 B 14 20 A 4
44 317 A 70 1,33 A 314 1,84 A 19 128 A 39 21,55 A 12
45 3,16 A 70 1,40 A 334 1,77 A 15 114 B 24 23,55 A 22
46 264 B 42 0,80 C 150 1,84 A 19 10 B 9 19,85 A 3
47 239 B 29 0,95 B 195 144 B -6 115 B 25 20,55 A 7
48 205 C 10 0,52 C 62 1,53 A -1 95 B 3 19,3 B 0
49 292 A 57 1,24 B 285 168 A 9 9,7 B 5 216 A 12
50 291 A 56 1,21 B 277 1,70 A 10 10 B 9 218 A 13
51 248 B 33 0,49 C 52 1,99 A 29 119 A 29 2245 A 17
52 1,79 D -4 0,42 C 30 1,37 B -11 12 A 30 176 B -9
53 246 B 32 064 C 100 1,82 A 18 13 A 41 21,7 A 13
54 276 B 48 1,23 B 283 1,52 A -1 114 B 24 21,7 A 13
55 1,81 D -3 0,52 C 63 129 B -16 111 B 21 18 B -6
56 208 C 12 099 B 208 1,09 C -29 132 A 43 1425 C -26
57 286 A 53 1,22 B 280 164 A 6 10,8 B 17 18,9 B -2

Na coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5
% de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi calculada em relagéo ao tratamento controle, sem
inoculagao.
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Figura 3. Analise de componentes principais baseada no conteido de macro- e micronutrientes presentes na parte aérea de plantulas de Crotalaria

spectabilis inoculadas com fungos rizosféricos e cultivadas por 60 dias em casa de vegetagao.
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Figura 4. Analise de componentes principais baseada na eficiéncia de utilizacdo de macro- e micronutrientes presentes na parte aérea de plantulas de

Crotalaria spectabilis inoculadas com fungos rizosféricos e cultivadas por 60 dias em casa de vegetagéo.
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Avaliagao da expressado de mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal in vitro

Com base na maior producao de biomassa de C. spectabilis medida no experimento
de casa de vegetacao anterior, foram selecionados os 10 isolados mais promissores para a
continuidade das estudos. Os isolados selecionados foram o 8, 27, 31, 33, 44, 45, 49, 50, 54
e 57 (p<0,05). Esses microrganismos expressaram diferentes mecanismos de promogao do
crescimento vegetal in vitro. Nao foi detectada a produgédo de sideréforos para nenhum
deles.

A producdo de AIA variou de 0,13 a 23,07 mg L™ (Tabela 4). O pico de produgéo
ocorreu entre 144 e 168 h de cultivo, sendo os isolados 27 e 50 os maiores produtores
desse fitormdnio. Fungos do género Colletotrichum sp. e Fusarium sp., quando cultivados
nas mesmas condi¢gdes avaliadas, apresentaram maiores valores de producdo de AIA
(50,37 e 46,95 mg/L) no mesmo intervalo de incubagédo (TSAVKELOVA et al., 2012). Essa
variagao deve ocorrer em fungao das caracteristicas fisioldgicas particulares de cada isolado
ou espécie fungica. Neste trabalho, detectou-se, também, a producdo de GA em
concentragdes que variaram de 5,6 a 40,3 mg/L (Tabela 4).

Os dez isolados fungicos testados foram capazes de solubilizar diferentes fontes de
P adicionadas ao meio de cultura (Tabela 5). A fonte mais solubilizada foi o fosfato de calcio,
seguido do fosfato de aluminio e do fosfato de ferro (Tabela 5). Os isolados apresentaram
diferentes potenciais de solubilizacdo de cada uma das fontes de P, indicando a ocorréncia
de diferentes mecanismos de solubilizacdo para cada uma delas. De fato, a solubilizacdo do
fosfato de calcio ocorre principalmente em funcdo da acidificacdo do meio, enquanto que
para outras fontes, a acidez titulavel e a natureza dos acidos organicos envolvidos sao mais
preponderantes (MENDES et al, 2013, MENDES et al.,, 2014).

39



Tabela 3. Producdo de auxina (AlA), giberelinas e sideroforos por isolados fungicos
promotores do crescimento vegetal apés 7 dias de incubagédo a 25 °C e 180

rpm.
Isolado AlA Giberelinas Sideroforos
----------- mg L - —-mg mL"--

8 0,38 F 18,0 C ND

27 23,07 A 140 C ND

31 0,66 F 56 C ND

33 2,79 C 21,1 B ND

44 1,92 D 454 A ND

45 1,41 E 228 B ND

49 0,13 F 16,8 B ND

50 8,39 B 40,3 A ND

54 212 D 31,9 A ND

57 220 C 194 B ND
CV (%) 9,66 6,71

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a

5% de probabilidade. ND =

ndo detectado. AIA: meio Czapek-Doz enriquecido com
triptofano; Giberelinas: meio ICl; sideréforos: meio de Grimm e Allen (1954)

Tabela 4. Solubilizacdao de fosfatos inorgénicos por isolados fungicos promotores do

crescimento vegetal apds sete dias de crescimento em meio NBRIP a 25 °C e

250 rpm.
Isolado Caz05P; AIPO, FePO, H,O
P solavel (mg L™)
8 47,69 E 10,00 D 12,73 D
27 655,23 A 426,78 A 157,25 A
31 38,97 F 41,26 B 14,23 D
33 299,77 B 20,82 C 24,63 C
44 51,83 E 5,31 D 13,77 D
45 92,90 C 20,99 C 19,72 C
49 65,15 D 21,83 C 6,31 E
50 295,67 B 46,35 B 53,43 B
54 51,29 E 8,68 D 3,27 E
57 4712 E 15,87 C 9,75 D
CV (%) 4,93 4,93 4,93

Na coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula nao diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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Promogao do crescimento de C. spectabilis em solo e nos rejeitos da mineragao de

ouro por fungos rizosféricos

A produgcdo de matéria seca total das plantas de C. spectabilis no segundo
experimento variou de 0,05 a 0,24 g/vaso, a depender do tipo de substrato e do isolado
fungico inoculado no sistema radicular (Figura 5; Tabela 9 do Apéndice). Esses valores séo
consideravelmente mais baixos do que aqueles obtidos no primeiro experimento com a
mistura Latossolo:areia 7:1 (v/v). O primeiro experimento foi montado e conduzido nos
meses de setembro e outubro, enquanto que o segundo, nos meses de marco e abril.
Também, os substratos utilizados no segundo experimento diferiram daquele do primeiro,
apresentando condi¢des mais restritivas ao crescimento das plantas, como a maior
disponibilidade de alguns metais, a exemplo de Fe, Mn e Zn, presenca de As e elevada
salinidade (Tabela 1). Dessa forma, conclui-se que a inoculagcdo com os fungos rizosféricos
teve o potencial de promover beneficios para o crescimento das plantas de C. spectabilis
reduzido em fungédo das condigdes mais adversas vigentes no segundo experimento. Nas
simbioses mutualistas entre plantas e fungos micorrizicos e leguminosas e rizdbios, o
resultado final da interacdo em relagdo a promocéo de crescimento da planta é fortemente
dependente das condigdes fisicos-quimicas do meio (WHIPPS & BROADLEY, 2001; VAN
LOON & GLICK, 2004; KASEL et al., 2008; ARRIAGADA et al., 2009; ASRAR & ELHINDI,
2011). O mesmo parece aplicar-se as interagées entre plantas e fungos rizosféricos
promotores do crescimento vegetal.

Nos rejeitos B1 e B2, os fungos que maior estimularam o crescimento de C.
spectabilis foram os isolados 31, 33 e 49. No substrato Solo, o isolado 57 foi o que
promoveu maior producdo de matéria seca. No substrato Blend, os isolados 27, 44 e 57
obtiveram os maiores valores de promocéao de crescimento. No Mix, os isolados fungicos 33,

49 e 57 estimularam a producao de biomassa (Figura 5).
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Figura 5. Matéria seca total de plantulas de Crotalaria spectabilis cultivada em solo, rejeitos B1 e B2
(substrato intemperizado com menor teor de sulfetos e substrato pouco intemperizado com
maior teor de sulfetos, respectivamente), Blend (Substrato oriundo do processamento de
B1 e B2 juntos) e Mix (mistura de areia com B2 na proporgéo 8:2, v/v), por 60 dias em
casa de vegetagao, inoculadas ou nao com diferentes fungos rizosféricos.

A prospeccao de microrganismos rizosféricos com capacidade de promogao de

crescimento vegetal constitui estratégia promissora para a descoberta de novas espécies

com potencial de aplicacdo na agricultura e na area ambiental. Neste trabalho, os isolados

obtidos apresentaram propriedades distintas que podem ser mais ou menos expressas a

depender do ambiente onde se encontram. Essa variabilidade é de grande interesse para o

entendimento dos mecanismos fisiolégicos e genéticos da interagdo entre plantas e

microrganismos, abrindo novas perspectivas de pesquisa na area.
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CONCLUSOES

A rizosfera de gramineas crescidas em rejeito de mineracdo de ouro contém

fungos rizosféricos promotores de crescimento de plantas.

Alguns desses fungos rizosféricos sao capazes de promover o crescimento e

a maior absorg¢éo de macro- e micronutrientes por C. spectabilis.

A promocao de crescimento de C. spectabilis por fungos rizosféricos depende
do tipo de substrato utilizado no cultivo, levando a necessidade de sele¢ao do

microrganismo mais eficiente para um dado tipo de rejeito.

Em vista da promocgéo do crescimento e da melhor absorgédo de nutrientes de
plantas de C. spectabilis, os fungos promotores do crescimento vegetal
obtidos tém potencial de aplicacdo na revegetacdo das areas de deposigcéo

de rejeitos da mineragao do ouro.
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Tabela 5. Conteudo de macronutrientes na parte aérea de plantulas de Crotalaria spectabilis, inoculadas no sistema radicular com fungos

rizosféricos, apds 60 dias de cultivo em casa de vegetacgao.

Isolado N P K Ca Mg S

--mg---  -—%--  -—-mg---  -%-  --—-mg--- ---%--- -—-mg---  --%--- ---mg--- --%--- -—-mg---  ---%---

Controle 171 G 0,0 56 E 0,1 238 F 0,0 345 H 0,0 47 E 0,1 47 D 0,1
1 165 G -39 29 G -49,0 126 H -47,2 489 E 41,6 80 C 71,8 6,8 C 43,9
2 194 F 13,1 74 C 32,2 282 D 18,4 452 F 31,0 70 D 50,1 74 B 57,1
3 172 G 0,5 6,9 D 22,8 280 D 17,4 596 C 727 84 C 81,3 6,0 C 28,7
4 332 A 937 6,0 E 6,2 453 A 90,2 257 | -255 37 F -20,4 31 E -33,3
5 20,7 E 20,6 70 C 25,0 252 E 5,6 541 D 56,6 57 C 21,9 51 D 8,8
6 158 G -7.7 46 F -185 192 G -194 334 H -3,3 45 E -2,8 44 D -5,9
7 116 | -32,5 35 G -378 134 H -439 245 | -291 34 F -27,7 27 F -41,5
8 172 G 0,2 64 D 13,1 35,7 C 49,9 429 F 243 68 D 46,3 83 A 76,8
9 185 F 7,8 44 F 222 208 F -13,0 350 H 1,4 48 E 2,1 50 D 7.4
10 285 C 66,1 90 B 60,1 133 H -441 209 | -39,6 32 F -31,6 23 F -51,9
11 142 H -175 50 E -11,8 20,7 F 132 36,1 H 4,7 47 E 0,0 43 D -8,1
12 144 H -16,1 48 F -157 225 F -5,8 451 F 30,5 46 E -1,0 35 E -25,5
13 243 D 419 34 G -40,1 294 D 23,3 36,7 H 6,3 59 C 26,6 47 D -0,4
14 17,7 G 3,0 59 E 4,7 193 G -19.2 346 H 0,2 53 C 14,8 6,1 C 29,9
15 142 H -171 38 G -319 173 H -27.2 30,2 H -124 38 F -19,0 32 E -32,8
16 21,6 E 26,2 43 F -234 128 H -46,5 32,0 H -7,4 69 D 48,0 37 E -21,0
17 156 G -9,0 54 E -4,7 228 F -4,2 548 D 58,9 73 D 56,7 42 D -11,0
18 224 E 30,7 56 E -1,3 191 G -199 64,3 C 86,2 72 D 54,7 48 D 1,7
19 271 C 58,2 6,2 D 10,3 245 E 2,6 371 H 7.4 46 E -2,0 53 D 13,3
20 159 G -7,3 72 C 27,6 26,5 E 11,1 604 C 749 52 C 11,4 44 D -6,9

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi

calculada em relagao ao tratamento controle, sem inoculagao.
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Tabela 5. Continuagao

Isolado N P K Ca Mg S

--mg---  -—%-  -—-mg--  -~%-—-  --—-mg--- -—%--- -—-mg---  -—%--- ---mg--- ---%--—- --mg--—-  -—%--
21 26,9 57,0 65 D 15,1 291 D 21,9 67,3 C 950 86 C 84,5 49 D 3,5
22 194 F 13,1 58 E 2,3 232 F -2,7 526 E 525 55 C 18,9 39 E -16,6
23 18,7 F 9,3 64 D 13,8 321 C 34,8 51,1 E 48,0 6,1 C 32,0 44 D -6,2
24 15,7 G -8,3 49 E -1322 242 E 1,3 38,7 G 121 56 C 20,2 42 D -10,5
25 22,3 E 30,3 6,3 D 12,5 282 D 18,3 470 F 36,2 72 D 53,8 6,3 C 33,8
26 21,3 E 24,0 53 E -6,4 32,7 C 37,1 57,3 D 659 72 D 54,8 65 C 38,4
27 256 D 4911 74 C 31,5 334 C 40,0 634 C 837 79 C 69,5 70 B 48,8
28 302 B 764 10,3 A 82,9 215 F -9,8 333 H -3,5 77 C 65,3 56 C 20,0
29 242 D 41,0 6,1 E 8,9 344 C 441 604 C 749 64 C 38,4 56 C 20,2
30 221 E 29,2 6,7 D 18,7 229 F -4,1 31,7 H -8,3 54 C 15,2 44 D -6,4
31 199 F 16,1 46 F -18,9 229 F -4,1 324 H -6,1 47 E 1,8 50 D 57
32 21,2 E 23,5 55 E -2,3 33,7 C 414 458 F 32,7 79 C 70,4 90 A 91,1
33 293 B 70,8 8,1 B 44 1 432 A 81,2 704 B 1039 10,7 A 129,1 6,1 C 30,6
34 272 C 585 6,8 D 20,2 30,8 D 294 442 F 281 75 D 61,3 64 C 37,2
35 243 D 419 82 B 45,6 31,9 C 33,8 615 C 783 95 B 103,3 72 B 52,8
36 175 G 2,1 89 B 58,0 323 C 35,4 484 E 40,2 82 C 76,1 76 B 61,7
37 194 F 134 6,7 D 18,1 358 C 50,1 46,5 F 34,8 73 D 57,4 70 C 48,7
38 199 F 16,0 55 E -3,1 26,0 E 9,1 39,1 G 133 62 C 34,1 51 D 7,7
39 21,7 E 26,7 6,1 E 8,8 330 C 38,4 50,3 E 457 6,3 C 36,3 53 D 13,8
40 22,3 E 30,0 81 B 43,6 345 C 4,6 526 E 52,3 6,7 D 43,7 62 C 31,9
41 250 D 459 75 C 32,6 386 B 61,8 787 A 1279 79 C 70,8 62 C 32,6

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi

calculada em relagao ao tratamento controle, sem inoculagao.
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Tabela 5. Continuagao

Isolado N P K Ca Mg S
--mg---  -—%-  -—-mg--  -~%-—-  --—-mg--- -—%--- -—-mg---  -—%--- ---mg--- ---%--—- --mg--—-  -—%--
42 224 E 304 56 E -1,0 26,2 E 10,0 475 F 37,7 62 C 33,6 66 D 39,7
43 171 G -05 64 D 13,9 279 D 17,2 456 F 32,2 56 C 20,9 48 D 1,2
44 270 C 577 65 D 15,0 353 C 48,2 559 D 621 68 D 471 59 C 26,5
45 191 F 11,3 51 E -9,4 294 D 23,3 39,0 G 13,1 10,7 A 129,7 92 A 95,2
46 322 A 881 73 C 30,2 338 C 41,6 575 D 66,6 96 B 107,4 49 D 3,6
47 251 D 46,3 75 C 33,5 431 A 80,8 444 F 287 83 C 77,6 73 B 55,7
48 253 D 474 54 E -3,7 275 D 15,3 457 F 324 77 C 65,7 64 C 36,8
49 250 D 457 6,5 D 15,0 340 C 42,5 50,0 E 44,7 77 C 64,9 57 C 20,8
50 21,0 E 224 80 B 42,0 341 C 43,1 521 E 51,0 79 C 68,8 56 C 20,1
51 201 F 17,3 58 E 24 30,2 D 26,7 449 F 30,0 74 D 58,9 6,1 C 30,9
52 165 G -3,8 75 C 32,8 187 G -21,6 402 G 16,5 57 C 21,4 37 E -21,0
53 341 A 987 76 C 35,5 328 C 37,7 46,4 F 34,6 77 C 66,3 6,7 C 42,9
54 171 G -0,1 83 B 46,9 231 F -2,9 544 D 575 62 C 33,3 56 C 19,8
55 23,3 D 36,0 80 B 42,7 216 F -9,6 410 G 18,8 52 D 12,5 77 B 63,0
56 224 E 30,5 44 F 217 264 E 10,6 427 G 237 59 C 27,6 34 E -28,7
57 279 C 625 6,7 D 19,0 358 C 50,0 60,5 C 754 84 C 80,2 70 B 50,1
CV (%) 7,11 9,03 8,26 8,13 9,04 10,02

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi calculada
em relagao ao tratamento controle, sem inoculagao.
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Tabela 6. Conteudo de micronutrientes na parte aérea de plantulas de Crotalaria spectabilis, inoculadas no sistema radicular com fungos
rizosféricos, apds 60 dias de cultivo em casa de vegetacgao.

Isolado Cu Fe Zn Mn B

---mg--- ---%--- --mg--- % --mg---  -—%--- ---mg--- ---%--- --mg---  -—%--

Controle 0,00 H 0,0 0,14 F 0,0 0,09 E 0,0 0,27 F 0,0 0,08 D 0,0
1 0,00 G 49,7 046 C 2184 0,06 H -485 0,37 E 37,9 0,03 E -657
2 0,01 F 187,6 024 E 68,9 0,11 D 293 042 D 57,4 0,13 C 659
3 0,01 C 279,7 0,29 E 104,9 0,14 B 593 047 C 76,2 0,17 B 1195
4 0,00 H -17,2 0,47 C 228,0 0,09 E -0,7 0,71 B 163,8 0,15 B 98,0
5 0,01 B 381,5 0,32 E 120,2 0,08 F -7,5 032 F 18,7 0,10 D 294
6 0,00 G 84,1 0,33 D 132,3 0,08 F -12,2 064 G 136,1 0,12 C 63,0
7 0,01 F 188,8 024 E 64,7 0,06 G -309 049 C 81,6 0,16 B 1085
8 0,01 F 191,4 029 E 100,6 0,10 D 17,8 0,79 A 192,5 0,08 D 104
9 0,00 G 78,7 1,17 A 714,6 0,07 F -18,0 021 G -21,6 0,06 D -18)9
10 0,01 C 2844 034 D 138,9 0,04 H -56/4 025 G -8,6 0,02 E -788
11 0,00 H -2,5 0,18 F 21,9 0,08 E -5,3 061 C 127,0 0,08 D 3,8
12 0,00 F 122,4 0,25 E 75,7 0,10 D 184 052 C 92,9 0,08 D 1,5
13 0,01 C 2724 0,28 E 92,1 0,08 E -5,0 0,50 C 86,7 0,09 D 24,0
14 0,00 F 164,5 0,29 E 103,4 0,08 F -12,6 044 D 62,9 0,02 E -775
15 0,00 G 69,8 0,50 C 250,2 0,06 G -317 051 C 89,1 0,05 D -282
16 0,01 F 183,6 0,38 D 164,2 011 D 21,7 0,38 E 41,3 0,10 C 344
17 0,00 F 161,8 0,32 E 126,0 0,12 C 393 047 C 72,7 0,14 B 859
18 0,00 G 89,5 0,24 E 69,4 0,11 D 192 040 D 49,5 0,14 C 821
19 0,01 C 322,8 0,36 D 148,7 0,07 F -155 0,86 A 219,6 0,14 B 86,2

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi
calculada em relagao ao tratamento controle, sem inoculagao.
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Tabela 6. Continuacao

Isolado Cu Fe Zn Mn B

---mg--- -—=%--- ---mg--- ---%--- --mg---  --%--- ---mg--- --%--- ---mg---  -—-%---
20 0,00 G 60,6 022 F 53,0 0,13 C 478 055 C 104,2 0,12 C 546
21 0,01 B 337,6 0,27 E 84,5 015 B 71,5 0,28 F 24 0,14 B 91,1
22 0,01 C 2774 025 E 72,0 0,07 E -23,6 024 G -11,3 0,02 E -755
23 0,00 F 158,1 032 E 122,5 0,09 E 55 042 D 54,6 0,13 C 722
24 0,00 H 39,5 025 E 72,7 0,13 C 479 047 C 73,3 0,15 B 94,1
25 0,00 F 172,6 0,23 E 60,5 0,12 C 350 0,28 F 5,2 0,13 C 730
26 0,01 C 272,0 024 E 65,3 0,14 B 58,8 043 D 61,0 0,11 C 51,2
27 0,01 A 585,2 033 D 130,8 0,17 A 928 0,39 E 44,3 0,17 A 129,22
28 0,01 D 234,6 042 D 193,2 0,10 E 8,6 026 F -2,3 0,12 C 56,5
29 0,01 D 238,8 024 E 68,1 0,13 C 495 047 C 73,6 0,10 C 37,0
30 0,00 G 89,7 0,18 F 23,1 0,08 F -9,7 0,27 F -0,6 0,10 C 37,8
31 0,01 B 357,1 0,33 D 131,6 0,07 F -19,0 062 C 130,1 0,16 B 1127
32 0,01 D 248,2 0,26 E 78,9 011 D 271 0,38 E 40,6 0,13 C 67,8
33 0,00 F 132,9 0,39 D 173,0 0,17 A 883 0,33 F 21,5 0,18 A 1392
34 0,00 F 167,2 0,36 D 148,2 0,10 D 16,9 0,27 F -0,5 0,12 C 59,0
35 0,01 D 255,5 045 C 216,3 0,14 B 62,7 042 D 54,9 0,16 B 107,5
36 0,01 B 371,8 0,27 E 89,4 0,13 C 46,8 0,32 F 17,5 0,13 C 659
37 0,01 C 301,4 0,27 E 89,4 0,12 D 313 051 C 89,0 0,09 D 250
38 0,00 F 156,5 0,15 F 7,8 0,08 F -9,3 044 D 63,8 0,11 C 482
39 0,01 C 278,9 0,31 E 115,0 0,12 C 382 044 D 64,6 0,11 C 418
40 0,00 F 149,7 022 F 50,6 012 C 34,7 053 G 96,5 013 C 754

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi
calculada em relagdo ao tratamento controle, sem inoculagao.



Tabela 6. Continuacao

Isolado Cu Fe Zn Mn B

---mg--- ---%--- --mg--—-  -—-%--- ---mg---  -—-%--- ---mg--- ---%--- --mg---  --%---
41 0,01 B 378,0 0,28 E 95,7 0,15 B 68,7 054 G 100,2 0,16 C 106,1
42 0,01 F 1941 025 E 76,2 0,11 D 19,0 041 D 53,5 0,11 B 44,1
43 0,00 G 91,2 022 F 55,2 0,09 E 1,4 0,26 F -4,2 013 C 773
44 0,01 F 187,7 0,26 E 78,3 0,15 B 733 0,34 E 26,5 0,14 C 813
45 0,00 F 129,8 0,60 B 318,6 0,12 C 36,3 055 C 104,7 0,11 C 472
46 0,01 D 2425 0,30 E 112,2 0,13 C 453 042 D 54,5 0,20 A 160,6
47 0,00 F 157,7 0,39 D 173,2 0,12 C 405 023 G -15,1 0,11 C 41,1
48 0,01 D 2327 0,28 E 97,3 0,11 D 248 0,17 G -37,0 0,12 C 59,8
49 0,00 F 153,1 0,27 E 90,0 0,13 C 485 0,38 E 39,2 0,15 B 97,3
50 0,00 F 133,0 0,26 E 82,4 0,11 D 254 0,36 E 32,2 0,08 D 4,6
51 0,00 F 145,8 021 F 43,7 0,12 D 30,3 0,30 F 12,1 0,11 C 454
52 0,00 H 22,9 0,20 F 42,6 0,07 F -175 0,26 F -3,9 0,12 C 59,6
53 0,01 D 218,2 0,26 E 78,7 0,15 B 654 0,36 E 35,1 0,11 C 449
54 0,01 C 270,6 0,18 F 26,8 012 D 315 044 D 64,1 0,11 C 438
55 0,01 B 360,2 029 E 103,8 0,14 B 58,6 024 G -12,8 0,09 D 251
56 0,00 F 172,6 0,14 F 0,4 0,09 E 3,5 021 G -20,9 0,08 D 11,8
57 0,01 C 308,1 0,36 D 147,7 0,12 C 39,3 059 C 120,6 0,16 B 108,2

CV (%) 12,17 19,44 7,29 10,89 14,25

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. A porcentagem de aumento (%) foi calculada
em relacdo ao tratamento controle, sem inoculagao.
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Tabela 5. Eficiéncia de utilizacdo de macronutrientes na parte aérea de Crotalaria
spectabilis inoculadas no sistema radicular com fungos rizosféricos, apds 60
dias de cultivo em casa de vegetacéo.

Isolado N P K Ca Mg S
g’ mg”’

Controle 020 B 062 C 015 B 0,10 C 0,75 C 0,74 B
1 014 B 081 C 018 B 0,05 C 0,29 C 0,34 B
2 022 B 05 C 015 B 0,09 C 0,61 C 0,58 B
3 020 B 050 C 012 B 0,06 C 0,41 C 0,57 B
4 014 B 076 C 010 B 0,18 B 1,23 B 146 A
5 025 B 075 C 021 B 0,10 C 0,93 C 1,03 B
6 023 B 078 C 019 B 0,11 C 0,79 C 081 B
7 028 B 092 C 024 A 0,3 C 0,95 B 1,17 A
8 039 A 106 C 019 B 0,16 B 0,99 B 081 B
9 012 B 05 C 011 B 0,06 C 0,46 C 044 B
10 006 B 020 C 013 B 0,09 C 0,56 C 0,80 B
11 030 B 084 C 020 B 0,12 C 0,90 C 097 B
12 017 B 053 C 01 B 0,06 C 0,54 C 0,72 B
13 020 B 146 B 017 B 0,3 C 0,84 C 1,06 B
14 018 B 05 C 0417 B 0,09 C 0,60 C 0,52 B
15 013 B 047 C 010 B 0,06 C 0,47 C 0,57 B
16 015 B 077 C 0,26 A 0,10 C 0,48 C 090 B
17 018 B 054 C 013 B 0,05 C 0,39 C 069 B
18 028 B 114 B 033 A 0,10 C 0,88 C 1,33 A
19 018 B 081 C 020 B 0,14 C 1,10 B 094 B
20 032 A 072 C 019 B 0,09 C 0,99 B 1,18 A
21 022 B 093 C 021 B 0,09 C 0,71 C 1,25 A
22 018 B 060 C 015 B 0,07 C 0,62 C 0,88 B
23 028 B 082 C 016 B 0,10 C 0,85 C 1,19 A
24 039 A 126 B 026 A 0,16 B 1,10 B 147 A
25 024 B 084 C 019 B 0,11 C 0,74 C 0,85 B
26 028 B 114 B 0,18 B 0,11 C 0,84 C 093 B
27 041 A 140 B 031 A 0,16 B 1,32 B 1,49 A
28 015 B 043 C 0219 B 0,43 C 0,57 C 0,78 B
29 021 B 084 C 015 B 0,09 C 0,80 C 091 B
30 029 B 09% C 028 A 0,20 B 1,20 B 146 A
31 050 A 217 A 043 A 0,31 A 2,09 A 1,99 A
32 018 B 071 C 012 B 0,08 C 0,49 C 043 B
33 037 A 135 B 025 A 0,16 B 1,03 B 1,79 A
34 018 B 072 C 016 B 0,11 C 0,65 C 0,76 B
35 027 B 08 C 020 B 0,11 C 0,69 C 091 B
36 031 B 060 C 017 B 0,11 C 0,65 C 0,71 B
37 027 B 079 C 015 B 0,11 C 0,72 C 0,75 B
38 018 B 064 C 013 B 0,09 C 0,56 C 069 B
39 019 B 067 C 012 B 0,08 C 0,64 C 0,76 B
40 023 B 063 C 015 B 0,10 C 0,76 C 082 B

Na coluna, médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a

5 % de probabilidade.
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Tabela 7. Continuacao

Isolado N P K Ca Mg S
g°mg”

41 026 B 08 C 017 B 008 C 083 C 1,07 B
42 022 B 08 C 018 B 010 C 077 C 0,73 B
43 027 B 071M C 016 B 010 C 0,81 C 096 B
44 037 A 15 B 028 A 018 B 1,47 B 1,69 A
45 052 A 19% A 034 A 026 A 094 C 1,09 A
46 022 B 09% C 021 B 012 C 072 C 1,43 A
47 0283 B 076 C 013 B 013 C 069 C 0,78 B
48 017 B 077 C 015 B 009 C 05 C 0,65 B
49 034 A 132 B 025 A 017 B 1,11 B 1,51 A
50 040 A 106 C 025 A 016 B 1,08 B 1,50 A
51 031 B 107 C 020 B 014 C 083 C 1,00 B
52 019 B 043 C 017 B 008 C 056 C 0,86 B
53 018 B 079 C 018 B 013 C 078 C 0,90 B
54 044 A 092 C 033 A 014 C 1,23 B 1,35 A
55 014 B 04 C 015 B 008 C 063 C 043 B
56 019 B 09 C 016 B 010 C 073 C 1,30 A
57 029 B 122 B 023 B 013 C 097 B 1,16 A
cv 33,68 34,73 34,48 36,86 35,63 36,93

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5 % de probabilidade.
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Tabela 8. Eficiéncia de utilizagdo de micronutrientes na parte aérea de plantas de Crotalaria
spectabilis inoculadas no sistema radicular com fungos rizosféricos, apds 60 dias

de cultivo em casa de vegetacao.

Isolado Cu Fe Zn Mn B
g’ mg’’
0 19154 B 241 B 392 C 129 C 459 C
1 861,0 C 51 C 50,9 C 6,2 C 896 C
2 8247 C 176 C 37,3 C 10,1 C 341 C
3 502,9 C 11,7 C 244 C 72 C 20,7 C
4 3058,2 A 97 C 51,8 C 64 C 304 C
5 6056 C 16,6 C 64,1 B 16,4 B 53,7 B
6 1082,8 C 10,7 C 46,2 C 56 C 291 C
7 617,17 C 136 C 524 C 6,6 C 20,4 C
8 1285,8 C 234 B 64,7 B 86 C 80,8 A
9 683,6 C 1,9 C 30,3 C 10,4 C 359 C
10 2595 C 52 C 46,5 C 73 C 1121 C
11 23816 A 239 B 499 C 6,8 C 53,3 B
12 6256 C 99 C 239 C 48 C 326 C
13 736,8 C 179 C 58,7 B 98 C 52,7 B
14 669,6 C 10,9 C 412 C 73 C 187,2 C
15 5836 C 356 C 295 C 356 C 329 C
16 652,6 C 88 C 30,9 C 8,7 C 32,8 C
17 609,8 C 88 C 23,3 C 6,2 C 20,5 C
18 1853,1 B 26,0 B 59,9 B 15,7 B 459 C
19 657,7 C 14,0 C 66,9 B 58 C 356 C
20 1782,2 B 234 B 394 C 94 C 441 C
21 768,3 C 22,8 B 399 C 21,9 A 419 C
22 507,5 C 13,9 C 51,0 B 14,4 C 186,2 C
23 11244 C 16,3 C 56,0 C 12,5 C 40,2 C
24 24586 A 249 B 472 C 13,2 C 421 C
25 1085,6 C 23,1 B 446 C 18,8 B 40,8 C
26 898,3 C 253 B 428 C 13,9 C 52,7 B
27 8422 C 31,3 A 60,9 B 26,7 A 60,0 B
28 733,7 C 10,5 C 46,0 C 16,8 B 374 C
29 8434 C 21,3 B 389 C 11,0 C 4977 B
30 1883,1 B 36,3 A 80,5 B 240 A 61,8 B
31 1202,0 C 29,7 A 1379 A 15,9 B 61,5 B
32 620,2 C 15,1 C 346 C 10,3 C 30,7 C
33 2618,1 A 28,0 B 659 B 335 A 60,7 B
34 10171 C 13,7 C 473 C 18,2 B 40,7 C
35 1021,2 C 144 C 454 C 15,7 B 417 C
36 6312 C 19,7 C 413 C 16,9 B 428 C
37 7249 C 19,2 C 451 C 10,3 C 555 B
38 756,8 C 226 B 435 C 79 C 312 C
39 598,2 C 13,2 C 334 C 92 C 38,1 C
40 1130,2 C 235 B 426 C 96 C 38,3 C
41 7699 C 236 B 444 C 12,3 C 425 C

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5 % de probabilidade.
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Tabela 8. Continuacéao

Isolado Cu Fe Zn Mn B
g°mg”

42 908,5 C 19,0 C 457 C 11,6 C 442 C
43 13299 C 20,5 B 51,0 C 17,7 B 341 C
44 1939,0 B 39,2 A 65,5 B 295 A 73,3 B
45 2416,8 A 16,6 C 829 B 18,1 B 899 A
46 11314 C 229 B 542 C 16,8 B 354 C
47 12354 C 146 C 46,1 C 251 A 53,7 B
48 6999 C 14,8 C 379 C 247 A 347 C
49 1874,1 B 31,3 A 649 B 22,7 A 57,3 B
50 2015,3 B 32,3 A 76,2 B 23,7 A 106,9 A
51 1391,7 C 29,8 A 534 C 20,4 B 56,0 B
52 14416 C 156 C 43,77 C 12,3 C 26,5 C
53 1056,3 C 236 B 413 C 16,6 B 55,2 B
54 1140,1 C 417 A 653 B 172 B 70,0 B
55 397,0 C 11,2 C 234 C 14,0 C 348 C
56 884,1 C 30,1 A 473 C 20,3 A 514 B
57 1111,2 C 229 B 66,2 B 13,7 C 51,9 B
Ccv 449 38,3 37,1 33,5 39,9

Na coluna, médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5 % de probabilidade.
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Tabela 9. Matéria seca total, matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz,
comprimento da raiz e altura de plantulas de Crotalaria spectabilis crescidas em
Solo (Latossolo), rejeito B1 (substrato intemperizado com menor teor de
sulfetos), rejeito B2 (substrato pouco intemperizado com maior teor de sulfetos),
Blend (Substrato oriundo do processamento) e Mix (mistura de areia com B2 na

proporgao 8:2, v/v, respectivamente), por 60 dias em casa de vegetagao.

I Matéria Matéria seca Matéria seca Comprimento
solado N . . Altura
seca total parte aérea da raiz raiz
Solo

Controle 0,07 Ca 0,04 Aa 0,03 Ba 17,7 Aa 3,7 Ba
8 0,16 Ba 0,09 Aa 0,07 Ba 26,7 Aa 45 Aa
27 0,09 Cb 0,05 Ab 0,04 Bb 11,9 Aa 43 Ab
31 0,22 Aa 0,1 Aa 0,12 Aa 19,2 Aa 54 Aa
33 0,24 Aa 0,04 Aa 0,03 Aa 18,5 Aa 3,7 Ab
44 0,1 Cb 0,05 Aa 0,05 Bb 19,7 Aa 51 Bc
45 0,09 Ca 0,06 Aa 0,03 Ba 12,3 Aa 3,2 Ba
49 0,16 Ba 0,06 Aa 0,06 Ba 20,6 Aa 34 Bb
50 0,13 Ca 0,07 Aa 0,08 Ba 14,9 Ab 3,4 Ab
54 0,07 Ca 0,1 Aa 0,14 Ba 17,2 Aa 3,7 Bb
57 0,08 Cb 0,04 Ab 0,04 Bb 16,7 Ab 3,1 Bb

Rejeito B1

Controle 0,08 Ba 0,06 Aa 0,03 Aa 95 Bb 4 Ca
8 0,11 Bb 0,06 Aa 0,04 Aa 10 Bb 3 Cb
27 0,13 Bb 0,07 Ab 0,06 Ab 12,4 Ba 45 Bb
31 0,15 Bb 0,08 Aa 0,07 Ab 11,8 Ba 47 Ba
33 0,14 Bb 0,02 Aa 0,04 Aa 26,3 Aa 45 Bb
44 0,11 Bb 0,06 Aa 0,04 Ab 9 Bb 3,2 Cc
45 0,07 Ba 0,04 Aa 0,04 Aa 12,2 Ba 4 Ca
49 0,22 Aa 0,08 Aa 0,06 Aa 13,5 Bb 6,2 Aa
50 0,14 Ba 0,14 Aa 0,09 Aa 13,2 Bb 43 Bb
54 0,06 Ba 0,09 Aa 0,05 Ab 6,4 Bb 3,2 Cb
57 0,11 Bb 0,07 Ab 0,04 Ab 12,8 Bb 34 Cb

Rejeito B2

Controle 0,14 Ba 0,08 Ba 0,06 Ba 83 Ab 47 Ca
8 0,1 Bb 0,05 Ba 0,04 Ba 78 Ab 42 Ca
27 0,26 Aa 0,15 Aa 0,11 Aa 10 Aa 74 Aa
31 0,1 Bb 0,06 Ba 0,04 Bb 75 Aa 3,2 Cb
33 0,08 Bc 0,06 Bb 0,05 Ba 85 Ab 46 Cb
44 0,23 Aa 0,12 Ba 0,11 Aa 6 Ab 6,1 Ba
45 0,11 Ba 0,05 Ba 0,06 Ba 10,2 Aa 3,5 Ca
49 0,08 Bb 0,05 Bb 0,07 Ba 10,7 Ab 43 Cb
50 0,12 Ba 0,04 Ba 0,04 Ba 10,3 Ab 3,7 Cb
54 0,11 Ba 0,05 Ba 0,05 Bb 10,2 Ab 3,7 Cb
57 0,3 Aa 0,15 Aa 0,15 Aa 9,3 Ab 6,1 Ba

Na coluna, médias seguidas da mesma letra maiuscula, para cada substrato, ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Na coluna, médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem

entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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Tabela 9. Continuagao

Matéria Matéria seca Matéria seca Comprimento
Isolado - . . Altura
seca total parte aérea da raiz raiz
Blend

Controle 0,05 Aa 0,03 Aa 0,03 Aa 13,6 Ab 41 Ba
8 0,05 Ab 0,02 Aa 0,03 Aa 11 Ab 2,7 Ab
27 0,11 Ab 0,05 Ab 0,06 Ab 13,3 Aa 42 Ab
31 0,1 Ab 0,05 Aa 0,04 Ab 13,3 Aa 47 Aa
33 0,06 Ac 0,05 Ab 0,04 Aa 12 Ab 44 Ab
44 0,11 Ab 0,08 Aa 0,03 Ab 17,8 Aa 47 Ab
45 0,09 Aa 0,05 Aa 0,05 Aa 9,8 Aa 3,3 Ba
49 0,06 Ab 0,03 Ab 0,04 Aa 10,3 Ab 47 Ab
50 0,06 Aa 0,03 Aa 0,04 Aa 25,3 Aa 42 Ab
54 0,09 Aa 0,03 Aa 0,03 Ab 16,9 Aa 4 Ab
57 0,13 Ab 0,06 Ab 0,07 Ab 13 Ab 41 Ab

Mix

Controle 0,12 Ba 0,09 Aa 0,03 Aa 25,2 Aa 49 Ba
8 0,19 Aa 0,09 Aa 0,09 Aa 19,9 Aa 47 Ba
27 0,1 Bb 0,05 Ab 0,04 Ab 18,2 Aa 3,8 Cb
31 0,11 Bb 0,08 Aa 0,04 Ab 11,4 Ba 44 Ca
33 0,18 Ab 0,08 Aa 0,06 Aa 21,5 Aa 8 Aa
44 0,1 Bb 0,07 Aa 0,04 Ab 14,8 Ba 42 Cc
45 0,08 Ba 0,04 Aa 0,04 Aa 12,8 Ba 3,3 Ca
49 0,19 Aa 0,1 Aa 0,07 Aa 19 Aa 59 Ba
50 0,17 Aa 0,13 Aa 0,06 Aa 22,6 Aa 54 Ba
54 0,13 Ba 0,09 Aa 0,08 Ab 21,3 Aa 54 Ba
57 0,16 Ab 0,1 Aa 0,06 Ab 23,4 Aa 5,3 Ba

Na coluna, médias seguidas da mesma letra mailscula, para cada substrato, ndo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Na coluna, médias seguidas da mesma letra minuscula
nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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