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RESUMO

DE SOUZA, Leonardo Vilguer. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Margo de 2022. A¢ao de microrganismos fungicos no intemperismo
de granito na regido norte do Estado do Rio de Janeiro. Orientador: Prof. Dr.

Gabriel Ramatis Pugliese Andrade.

O processo de intemperismo ocorre quando o conjunto de acdes fisicas, quimicas
e bioldgicas causa a desagregacdo e a decomposicdo das rochas ao longo dos
anos. A partir do intemperismo, ocorre a pedogénese. No contexto do
intemperismo e da pedogénese, é reconhecido que a alteragdo mineral €, em
grande parte, mediada por microrganismos que fornecem substancias quimicas e
desenvolvem processos biolégicos que alteram as taxas de desintegracdo da
superficie das rochas. Embora os fungos sejam importantes componentes das
comunidades microbianas, presentes nas superficies das rochas, pouco se sabe
sobre estes componentes quanto as suas estruturas, como as hifas por exemplo,
em superficies minerais e as interagdes com o substrato rochoso em ambientes
tropicais imidos. Assim, 0 objetivo deste projeto foi: i) avaliar o desenvolvimento
de trés géneros fungicos (Aspergillus spp., Trichoderma spp. e Fusarium spp.) em
meio contendo pé de rocha derivado de um granito coletado na regidao do Morro

do Itaoca, municipio de Campos dos Goytacazes — RJ, em afloramentos rochosos
X



com vegetacdo em estadio inicial de sucessao, sob condi¢cdes de esterilizacdo do
po de rocha (autoclavagem) e sem o processo de esterilizacdo; ii) realizar a
caracterizacdo mineralogica da rocha granitica; iii) estabelecer a relagdo desses
fungos com 0s componentes minerais que constituem o granito; iv) inferir sobre as
transformacdes geoquimicas dos granitos e correlaciona-los com a composi¢ao
mineralégica e quimica da rocha. Os fungos foram plaqueados em meio de
cultura minimo, sem a adigcdo de compostos nutricionais suficientes para o seu
crescimento e retirados para seguimento nos experimentos apos um intervalo de
30 dias. A analise da composicdo mineralégica das amostras de rochas foi
realizada de forma qualitativa através da técnica de DRX e a caracterizacdo em
relacdo aos seus elementos principais por meio de espectrometria de
fluorescéncia de raios-x. Verificou-se que o0s granitos presentes na regiao do
Morro do Itaoca, em Campos, possuem entre 0s seus minerais, principalmente os
silicatos, como quartzo (SiO2), plagioclasio ((Na,Ca)Al(Si,Al)Si2zOs) e biotita
(K(MgFe?*)3(AlSi3)O10(OH,F)2). Foi possivel verificar também que os fungos
tiveram maior biomassa nos tratamentos onde o p6 de rocha néo foi autoclavado,
embora ndo tenha sido diferente estatisticamente e que, Aspergillus e Fusarium
possuem uma capacidade maior de disponibilizacdo de alguns elementos, como
Al, Fe, Mg e P, do que o Trichoderma. Para outros elementos, como Ca, Na e Si,
embora fosse esperada alguma acdo, ndo foram apresentadas diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos para nenhum dos fungos. Para Mn
e S, os teores de solubilizacdo foram bastantes baixos, o que estd em
conformidade com a mineralogia da rocha. Esta pesquisa traz importantes
abordagens em relacdo a composicédo do granito do Morro do Itaoca e de alguns
microrganismos fungicos comumente encontrados no solo e que podem
desempenhar um papel notavel no biointemperismo dessas rochas em regifes

com vegetacdo em estégio inicial de sucessao.



ABSTRACT

DE SOUZA, Leonardo Vilquer. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. March 2022. Action of fungal microorganisms in the granite
weathering in the Northern Region of the State of Rio de Janeiro. Advisor: Prof.

Dr. Gabriel Ramatis Pugliese Andrade.

The weathering process occurs when the set of physical, chemical and biological
actions causes the disintegration and decomposition of rocks over the years. From
weathering, pedogenesis occurs. In the context of weathering and pedogenesis, it
is recognized that the mineral alteration is largely mediated by microorganisms
that supply chemical substances and develop biological process that boost the
disintegration rates of rock surface. Although fungi are important components of
microbial communities, present on the surfaces of rocks, little is known about
these components, such as hyphae, regarding their structures on mineral surfaces
and interactions with the rock substrate in humid tropical environments. Thus, the
objective of this work was: i) to evaluate the development of three fungal genres
(Aspergillus spp., Trichoderma spp., and Fusarium spp.) in medium containing
rock powder derived from a granite collected in the region of Morro do Itaoca,
county of Campos dos Goytacazes — RJ, in rock outcrops with vegetation in the
early stage of succession, under conditions of sterilization of the rock powder

(autoclaving) and without the sterilization process; ii) to carry out the mineralogical
Xi



fungi and the mineral components that constitute the granite; iv) infer about the
geochemical transformations of the granites and correlate them with the
mineralogical and chemical composition of the rock. The fungi were plated growing
medium in minimum culture, without the addition of sufficient nutritional
compounds for their growth and removed for the next experiments after an interval
of 30 days. The analysis of the mineralogical assemblage of the rock samples was
performed qualitatively through the XRD technique and the characterization in
relation to its main elements through X-ray fluorescence spectrometry. It was
found that the granites present in the region of Morro do Itaoca, in Campos, have
among their minerals, mainly silicates, such as quartz (SiO2), plagioclase
((Na,Ca)Al(Si,Al)Si20s) and biotite (K(MgFe?*)3(AlSi3)O10(0OH,F)2). It was also
possible to verify that the fungi had higher biomass in the treatments where the
rock powder was not autoclaved, although it was not statistically different and that
Aspergillus and Fusarium have a greater capacity to make some elements
available, such as Al, Fe, Mg and P, than Trichoderma. For other elements, such
as Ca, Na and Si, although some action was expected, there were no statistically
significant differences between treatments for any of the fungi. For Mn and S, the
solubilization contents were quite low, which is in accordance with the mineralogy
of the rock. This research brings important approaches in relation to the
composition of the granite of Morro do Itaoca and some fungal microorganisms
commonly found in the soil and that can play a notable role in the bioweathering of

these rocks in regions with vegetation at an early stage of succession.
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1. INTRODUCAO

Cada vez mais se reconhece que o intemperismo de minerais € mediado
por fatores quimicos e processos biologicos (Barker et al., 1996; Bennett et al.,
1996; Ehrlich 1998; Frankland et al., 1990). Muitos fatores (bidticos e abidticos)
podem influenciar as transformacdes que ocorrem na Terra. A desintegracao da
rocha por meio dos processos de intemperismo do constituinte mineral € um
processo indispensavel na formacéo dos solos e sedimentos, na determinacao da
composi¢cdo quimica de ambientes aquaticos e também na regulagédo de clima
(Barker, 1998).

O intemperismo é uma fonte imprescindivel de novos nutrientes quando a
circulacdo daqueles antes disponiveis por meio da decomposicdo de matéria
organica ja ndo é o suficiente para manter a fertilidade e a produgdo de um
ecossistema (Finlay et al., 2009). Fungos ectomicorrizicos, por exemplo, tém a
capacidade de promover alteragdo no ambiente quimico por meio de acidificagao
ao redor das hifas (principalmente em suas pontas) e pela exsudagao de agentes
complexantes de metais, como acidos orgéanicos (Rosling et al., 2009) e
sideréforos (Winkelmann, 2007).

A acdo de microrganismos como agentes intempéricos, causando a
destruicdo mecanica e a dissolugdo quimica das rochas, ocorre durante o seu

crescimento e reproducdo, promovendo a transicdo rocha-solo, trazendo



beneficios para os ambientes terrestres (Xiao et al., 2012), por meio de enzimas
importantes que estao envolvidas em reag¢des de transformagdes no solo, como
por exemplo as hidrolases e oxirredutases. Essas enzimas sao responsaveis por
controlar os processos de decomposigao dos materiais organicos, assim como as
transformacgdes inorganicas. Elas também sdo capazes de promover a quebra de
ligacbes quimicas, reagdes de oxirreducdo, transferéncias de constituintes e
também a adicdo ou remocdo de grupos quimicos, representando a base das
transformagdes quimicas do solo (Moreira; Siqueira, 2006).

Os fungos que habitam as rochas estdo entre os organismos com maior
tolerancia ao estresse na Terra, capazes de lidar com a variedade de estressores
associados as rochas nuas em ambientes de extremos quentes e frios (Tesei et
al.,, 2012). Essas superficies sao habitats unicos onde mudangas rapidas na
radiacao, temperatura, agua e disponibilidade de nutrientes representam um
desafio para a sobrevivéncia microbiana em diferentes ambientes, em varios
lugares do mundo (Gueidan et al., 2008).

Dados geoquimicos, fésseis e genéticos apontam para a importancia das
interagdes micrdébio-rocha no inicio da historia da Terra, especialmente para a
ciclagem e distribuicdo de nutrientes que sustentam a vida e os principais
elementos litogénicos (Wu, et al., 2008).

Quartzo, feldspatos, mica e calcita fazem parte da composi¢cdao dos
granitos (Menezes et al., 2002). Assim, do ponto de vista mineraldgico, pode-se
constatar que o residuo de beneficiamento do granito possa vir a conter teores
significativos de alguns elementos quimicos importantes, considerados macro e
micronutrientes para as plantas. Dentre os macronutrientes, ha o calcio (Ca), o
potassio (K) e o magnésio (Mg). Entre os micronutrientes, o Fe esta presente no
residuo devido a utilizacado da limalha. Apesar da presenca de alguns nutrientes, €
também possivel que o residuo de beneficiamento desta rocha apresente teores
elevados de alguns elementos considerados toxicos para as plantas, como o
cadmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni) e também o chumbo (Pb) (Guargoni, 2011).

As interagbes ecossistema-base de rocha alimentam os ciclos
biogeoquimicos da crosta rasa da Terra, apoiando a vida, estimulando a
transformacdo do substrato e estimulando a inovacdo evolutiva. Embora os

processos oxidativos tenham dominado metade da histéria terrestre, a



contribuicdo relativa da biosfera e suas impressfes digitais quimicas no regolito
em desenvolvimento da Terra ainda sé&o pouco restritas (Zaharescu 2019).

Uma melhor compreensdao das interagdes fungos-granito, como por
exemplo, por meio da perspectiva de balancos de massa de solutos ou
fendmenos de escala global, pode ser obtida por meio de simulacbes de
laboratério, onde hipdteses podem ser testadas sob condigbes experimentais
controladas (Wu, 2008). Assim, investigamos as taxas de liberagdo elementar
durante a interagcdo de espécies de fungos (Aspergillus sp., Fusarium sp. e

Trichoderma sp.) com granito.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zaharescu%20DG%5BAuthor%5D

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos fungicos e o intemperismo bioldgico

O intemperismo bioldgico, também chamado de deterioragéo, ocorre sob a
influéncia das atividades de vida dos organismos. Os processos organicos
envolvem a dissolugdo biolégica de rochas através das atividades bacterianas,
dos acidos humicos e da bioerosédo ou destruicdo. As mudancas ocorrem pelo
crescimento de raizes e penetracdo em organismos de conchas, liquens,
cianobactérias, algas e fungos nas rochas que eles nutrem. As grandes areas
onde esses organismos vivem e suas atividades prolongadas durante o periodo
geoldgico destroem quantidade significativa das rochas (Haldar, 2020).

Especificamente sobre os fungos, estudos mostraram que esses
organismos podem intemperizar os minerais e possibilitar a liberacdo de potassio
(K) de silicatos e aluminio das rochas (Banfield et al., 1999; Glowa et al., 2003;
Adeyemi e Gadd, 2005; Smits et al., 2009). Fungos micorrizicos, por exemplo,
ectotréficos que tém a capacidade de dissolver flogopita e vermiculita para a
liberagéo de K (Yuan et al., 2004). A absorgao de fosforo (P) e K por esses fungos
micorrizicos demonstram que o efeito que eles causam no intemperismo vai

depender de alguns fatores, como: o tipo de rocha onde eles se encontram, o



tamanho do grao, a produgao de acido organico e o tipo de contato estabelecido
(Adeleke et al., 2010).

Os acidos organicos de baixo peso molecular (low molecular weight
organic acids, LMWOA), produzidos pelas raizes das plantas e pelos
microrganismos do solo, sdo mais eficazes na dissolugdo de minerais que os
acidos de médio e alto peso molecular, oriundos de substancias humicas, mesmo
os primeiros constituindo uma fragdo que ocorre em menor quantidade (Ochs,
1996). Os LMWOA sé&o importantes para o processo de intemperismo bioldgico
devido a sua capacidade acidificante e complexante. A depender do niumero e da
configuragcédo dos grupos carboxilicos e fendlicos e da forga do acido relacionado,
0s acidos organicos liberam H* para a protonacdo da superficie mineral e ions
quelatos (Barker et al., 1998). O poder de intemperismo dos acidos organicos
pode ser até 3-5 vezes maior do que o de acidos inorganicos, o que em parte se
deve a capacidade de formar complexos que aumentam a solubilidade de metais
na solugéo (Banfield et al., 1999; Paris, 1996; Paris et al., 1995).

Varios LMWOA podem ser liberados pelas plantas, bactérias e fungos,
sendo os mais importantes deles o acido oxalico, o citrico e o malico, que sao
quelantes mais fortes de metais trivalentes, como AlI** e Fe3*. O acido oxalico é o
mais forte e forma complexos com potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg),
manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu), aluminio (Al) e ferro (Fe), sendo
comumente produzido em grandes quantidades por muitas espécies de fungos
(Dutton e Evans, 1996).

O &cido oxalico também ja foi avaliado na liberagdo de K* de vermiculita
com hidroxi entrecamadas (Comerford et al., 1990) e de outros minerais contendo
K (Song e Huang, 1988). O oxalato tem sido associado também ao intemperismo
de filossilicatos 2:1 saturados por Ca. Também foi observado que o fungo
Aspergillus niger (nédo micorrizico) é capaz de intemperizar o mineral biotita (grupo
da mica) e causar alteragdes nos minerais através do acido (Paris et al., 1995).

Estudos publicados nos ultimos 10 anos, usando AFM (do inglés Atomic
Force Microscopy — Microscopia de Forga Atbmica), CLSM (Confocal Laser
Scanning Microscopy — Microscopia Confocal de Varredura a Laser),
espectroscopia de raios-X de energia dispersiva e interferometria de varredura
vertical, mostraram que os fungos alteram a estrutura dos substratos minerais. As

assinaturas endoliticas (aquelas que estdo no interior das rochas), de



microrganismos podem ser distinguidas de estruturas de origem abidtica, no
entanto, a contribuicdo proporcional de tuneis e os vazios em relagdo ao
intemperismo bioldgico total € provavelmente baixa, uma vez que seu volume e
area de superficie interna sdo pequenos em comparagdo com a superficie mineral
total exposta ao contato microbiano (Finlay et al., 2020).

A ocorréncia de poros tubulares foi demonstrada em minerais de solos
superficiais de podzol e rochas graniticas rasas sob florestas de coniferas, na
Europa (van Breemen et al., 2000; Jongmans et al., 1997; Landeweert et al.,
2001). Alguns desses poros foram encontrados ocupados por hifas fungicas, e os
autores especularam que eles poderiam ser formados pela agao de intemperismo
de hifas (possivelmente em associagdo com bactérias) liberando acidos organicos
e sideroforos (Finlay et al., 2020).

O granito é o tipo de rocha encontrado com maior frequéncia na crosta
terrestre, podendo ser observados afloramentos expostos na superficie pela
erosdo das cadeias de montanha (Lamaguti, 2001). Estudos in vitro de
mobilizacdo de cations de base de particulas de granito até agora sugerem que
fungos micorrizicos simbidticos podem ter maior eficiéncia na mobilizacdo de
elementos como o Mg, o K e o P do que fungos saprotréficos, no entanto, é
necessario testar uma gama mais ampla de espécies antes que conclusdes tao
amplas possam ser tiradas (Finlay, 2020). Devido a sua grande abundancia na
regidao norte fluminense, o granito foi utilizado como objeto de estudo para este

trabalho.

2.2 Granitos

O granito € um dos tipos de rocha mais comumente encontrado e que
cobre uma enorme area da crosta terrestre. Seu nome vem da palavra latina
granum, que quer dizer grdo. As composicfes geoquimicas dos granitdides
refletem as condicfes fisicas de sua formacéo e a natureza de sua origem. As
caracteristicas geoquimicas e geocronologicas dos granitdides arqueanos e
rochas relacionadas, e suas implicagBes para a avaliacdo do inicio das placas
tectonicas de estilo moderno, tém sido objeto de extensa pesquisa e intensa

especulacao por décadas (Halla et al., 2016).



O manto arqueano era mais quente, o que provavelmente resultou em um
tipo diferente de placas tectdnicas, com placas basalticas mais espessas (van
Hunen e van den Berg, 2008) de tamanho menor e manto com taxas de
convecgdo mais rapida, ou seja, transferindo uma quantidade maior de calor de
um local para o outro através dos fluidos. A geoquimica distinta dos granitos,
arqueanos e recentes, reflete as diferencas entre processos tectdnicos antigos e
modernos (Joshi et al., 2017).

Esquematicamente, um segmento da crosta terrestre arqueana consiste
em trés litologias discordantes: (i) os chamados “gnaisses cinzentos”, um
complexo, assembleia deformada e frequentemente migmatitica de
metassedimentar e rochas meta-igneas, cujos principais componentes (Moyen,
2011) sdo gnaisses granitoides de baixo teor de K da série tonalito-trondhjemita-
granodiorito ‘TTG’ (Jahn et al., 1981); (ii) rochas supracrustais, meta-vulcanicas e
metassedimentares formando cinturées de pedras verdes; (iii) platons e batdlitos
granitdides tardios e geralmente de alto teor de K, tipicamente intruso as duas
litologias anteriores. Esses granitdides geralmente representam o Ultimo evento
geoldgico arqueano em cada craton em todo o mundo (Condie, 1981; Heilimo et
al., 2011; Martin, 1994; Moyen et al., 2003).

Embora haja muita controvérsia em relacdo as classificacbes baseadas
na petrogénese dessas rochas, atualmente existe um consenso geral no uso da
nomenclatura descritiva dos granitoides sugerida por Streckeisen (1976; 1967) e
gue levou a designar o mesmo nome para granitoides com proporcdes relativas
semelhantes de minerais félsicos (quartzo, plagioclasio e feldspato alcalino)
independentemente de qualquer implicacdo genética (Barbarin, 1990).

A classificacdo principal (sugerida por Bas & Streckeisen, 1991,
Streckeisen, 1974, 1976) é baseada em um triangulo duplo (figura 1). Este
diagrama, apropriado para rochas com 10% ou mais de quartzo ou minerais
feldspatoides mais feldspatos, faz uso de propor¢cdées modais (volume) de quartzo
(Q), que é soma dos polimorfos de silica, incluindo as variedades de quartzo de
baixa e alta temperatura, de alcalis feldspatos (A), que reune os feldspatos
alcalinos, de plagioclasio (P), que reune os plagioclasios com composi¢cdo de
anortita entre 5 e 100% e escapolita e feldspatoides (F), que é a soma destes,

para nomear as rochas.



1a - quartzdélito (silexite);

1b - granitoides ricos em quartzo;

2 - granito de feldspato alcalino;

3 - granito;

4 - granodiorito;

5 - tonalita;

6" - quartzo sienita de feldspato alcalino;

7* - quartzo sienita;

8* - quartzo monzonita;

9* - quartzo monzodiorito / quartzo monzogabbro;

10* - quartzo diorito / quartzo gabro / quartzo anortosito;
6 - sienito de feldspato alcalino;

7 - sienito;

8 - monzonita;

9 - monzediorito / monzogabbro;

10 - diorito / gabro / anortosito;

6' - sienito de feldspato alcalino contendo foid;

7 - sienito contendo foid;

8'- monzonita contendo foid;

9' - monzodiorito contendo foid / monzogabbro;

10" - diorito contendo foid / gabbro;

11 - sienito feldspatoide;

12 - monzosienito feldspatoide (sin. plagisienito feldspatoide);
13 - monzodicrito feldspatoide / monzogabbro feldspatoide
(essexite = nefelina monzodiorito / monzogabbro);

14 - diorito feldspatoide / gabbro feldspatoide (theralite =
nefelina gabbro, teschenite = gabbro analcime);

15 - feldspatoides;

16 - rochas plutdnicas ultramaficas (ultramafitolitos).

Figura 1. Classificacdo geral e nomenclatura de rochas pluténicas de acordo com
o contetdo mineral (em % vol.). Q + A+ P =100, 0u A+ P + F = 100.

Legenda: Q: quartzo; A: alcalis feldspatos; P: plagioclasios; F: feldspatoides;
Extraido e adaptado de Streckeisen, 1976.

Em Campos dos Goytacazes, a geologia do Morro do Itaoca integra um
conjunto de corpos igneos de idade Cambriana-Ordoviciana e esta relacionada ao
estagio final da colisdo continental que deu origem ao supercontinente conhecido
como Gondwana, onde Africa e América do Sul foram unidas numa Gnica massa
continental (Valeriano et al., 2016) e encontra-se no cinturdo de dobramentos e
empurrdes gerado no Neoproterozoico/Cambriano, denominado Faixa Ribeira
(Cordani et al., 1973; Almeida et al., 1973).

A colisdo continental que formou o Gondwana teve varias etapas ao longo
de milhdes de anos e, durante esse processo, houve condi¢cdes de altas pressbes
e temperaturas, o que propiciou a deformacdo das rochas e mudanca de seus
minerais. A composi¢cdo das rochas do Itaoca (produto da fusdo dos antigos
continentes que colidiram) é semelhante a da crosta continental (Potratz e
Valeriano, 2017).



2.3 Microrganismos fungicos como objeto de estudo

2.3.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus apresenta mais de 300 espécies aceitas (Samson et
al., 2014), estando amplamente distribuido na natureza, especialmente no ar, no
material organico em decomposic¢do, no solo, na agua e nos alimentos. Somando
a sua ampla distribuicdo, os fungos do género Aspergillus apresentam
conidiogénese enteroblastica do tipo fialidica, permitindo que eles tenham alta
capacidade de esporulacdo (Bulpa et al., 2007).

O intemperismo biologico é considerado um mecanismo secundario de
degradacdo das superficies rochosas (Becker et al., 1994). Segundo Erlich
(2009), alguns organismos microbiolégicos sdo capazes de solubilizar silicatos
como, por exemplo, fungos do género Aspergillus. O autor indica que o ataque as
rochas pode ocorrer, principalmente, de quatro formas diferentes: por meio da
producdo de substancias quelantes; da producdo de &cidos organicos ou
inorganicos; producédo de bases e através da producédo de material polissacarideo
extracelular.

No primeiro caso, da producdo de substancias quelantes, elas sao
oriundas do metabolismo e sdo capazes de complexar os céations dos silicatos
guanto o meio esta proximo da neutralidade. Aqui, pode-se citar o 2-cetoglutarato,
acido gluconico, acido citrico e o 4cido piravico.

No segundo caso, a secre¢do de acidos organicos tem o maior potencial
de intemperizar silicatos quando comparados aos acidos minerais. Isto ocorre
devido ao fato de que os acidos organicos apresentam tanto o efeito corrosivo,
intrinseco a substancia, em regides de baixo pH, quanto o efeito quelante em
meio levemente acido. Por isso, este tipo de corrosdo pode acelerar a
degradacéo, visto que pode haver uma combinacdo entre os dois mecanismos.
Neste processo, podem-se citar 0s acidos oxalicos, citrico e pirtvico.

No terceiro caso (producdo de bases), as condi¢cdes alcalinas também
favorecem a quebra da ligacdo AI-O e Si-O, visto que ambas podem sofrer
ataques nucleofilicos. No ultimo caso, o material polissacarideo extracelular pode

reagir com a superficie siloxana para formar compostos orgéanicos derivados,
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podendo ocorrer tanto na presenca de bactérias quanto na de fungos (Ehrlich et
al., 2015).

O fungo Aspergillus é conhecido por solubilizar fosfato de rochas (Franco,
1995; lllmer e Schinner, 1992; Silva et al., 2002; Whitelaw, 2000) por dissolucdo
direta de fésforo ou como quelante catidnico, liberando fosfato soluvel (Cerezine
et al., 1988; Sperber, 1958). E conhecido por sua capacidade de produzir acido
organico, especificamente a producao industrial de &cido citrico (Grewal e Kalra,
1995; Mattey, 1992) que foi reconhecida como uma das mais eficazes para a
solubilizacdo de rochas fosfaticas (Abd-Alla et al., 2014; Goenadi & Sugiarto,
2000).
A producédo de acidos orgéanicos por A. niger, por exemplo, é dependente do pH
do meio, uma vez que as maiores quantidades de acido oxalico sdo produzidas a
um pH entre 5 e 8, embora esteja completamente ausente abaixo de pH 3,0
(Ruijter et al., 1999). Em relacdo ao &cido citrico, a producdo comeca em pH 3,0,
mas € Otima abaixo de 2,0 (Karaffa & Kubicek, 2003) e o acido glucénico € melhor
produzido em pH 5,5, embora uma faixa de pH 2-8 tenha sido encontrada
(Witteveen et al., 1993). Muitas cepas de A. niger sdo bem conhecidas por sua
capacidade de produzir 4cido citrico em condicbes adequadas, ou seja, em um
pH baixo-médio e com aeracdo, em fermentacdo submersa e em estado sélido
(Carvalho et al., 2005). Esta espécie é de facil manuseio e capaz de utilizar uma
grande variedade de matérias-primas de baixo custo com alto rendimentos
(Grewal & Kalra, 1995).

2.3.2 O género Fusarium

Fusarium € um fungo filamentoso, com ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo principalmente nas plantas e no solo. E encontrado na micoflora normal
de commodities, como arroz, feijao, soja e outras culturas (Pitt et al., 1994). Foi
descrito por Link ex Gray em 1821. Pertence a familia Hypocreaceae, ordem
Hypocreales, filo Ascomycota, reino Fungi (Alexopoulos et al., 1996).

Embora abundantes em solos, as comunidades de Fusarium podem
variar em termos de diversidade de espécies, dependendo das culturas,

caracteristicas fisico-quimicas do solo, condi¢Bes climaticas e influéncia de
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atividades humanas (Bateman e Murray, 2001; Steinkellner e Langer, 2005;
Summerell et al., 2010). Ja foi demonstrado, por exemplo, que a densidade
populacional destes fungos diminui com o aumento da profundidade do solo
(Rodriguez-Molina et al., 2000).

A persisténcia do Fusarium na camada superior do solo pode ser
favorecida, uma vez que esta ligada a existéncia de restos de plantas e humus
(Nash et al., 1962). Embora muitos fatores possam apresentar influéncia sobre
estes microrganismos, como a textura (Liebhard, 1993a), a disponibilidade de
nutrientes (Liebhard, 1993b), densidade do solo, volume de poro, tamanho de
poro (Liebhard, 1994a) e abastecimento de agua do solo (Liebhard et al., 1994),
esses fungos séo bastante resistentes, podendo sobreviver por periodos de dois a
dez anos (Burgess, 1981; Garrett, 1970).

Embora sejam abundantes nos solos, as comunidades de Fusarium podem
variar em termos de diversidade de espécies, a depender das culturas, das
caracteristicas fisico-quimicas do solo, das condi¢Bes climéticas e também pelas
atividades humanas (Bateman e Murray, 2001; Steinkellner e Langer, 2004,
Summerell et al., 2010).

Além disso, 0s neossolos por exemplo, que sdo solos mais rasos e pouco
desenvolvidos, podem representar locais de conservacdo de uma biodiversidade
primaria onde as comunidades microbianas ndo foram submetidas a atividades
humanas. Alguns estudos investigaram o impacto de praticas culturais e
condi¢cBes climéticas e sazonais na incidéncia de espécies de Fusarium no solo

(Bateman e Coskun, 1995; Bateman e Murray, 2001; Steinkellner e Langer, 2004).

2.3.3 O género Trichoderma

Atualmente, mais de 250 espécies de Trichoderma séo aceitas. A maioria
dessas nao é habitante do solo ou possui uma grande distribuicdo geografica,
mas sim uma distribuicdo restrita, sendo composta por parasitas de fungos
macroscopicos e decompositores de madeiras em florestas tropicais e
temperadas (Druzhinina et al., 2011).

Isolados de Trichoderma spp. demonstraram capacidade de solubilizar

nutrientes a partir de rochas de fosfato, de 6xidos de manganés e Oxidos de ferro
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e também a partir do zinco metalico, em testes in vitro (Altomare et al., 1999). O
desenvolvimento de nutrientes no solo é bastante complexo e influenciado pelo
pH e microflora presentes, o que afeta 0 acesso desses compostos para serem
absorvidos pelas raizes das plantas, fazendo com que o Trichoderma spp. seja
um microrganismo importante na facilitacdo do acesso a estes compostos,
favorecendo a nutricdo e o crescimento da planta (Machado et al., 2012)

Este género de fungos € amplamente estudado no mundo todo devido a
sua grande versatilidade de atuagcdo no meio ambiente, principalmente no que diz
respeito ao controle biolégico e em relacdo ao desenvolvimento de plantas. Além
destes campos de pesquisa, o Trichoderma também ja foi avaliado em relacéo a
sua atuacao como biorremediador na remocao de arsénio (As) e chumbo (Pb) do
solo (Govarthanan et al., 2019).

Embora tenha dados na literatura sobre a importancia desses fungos para
0S vegetais, ndo ha descricdes que abordem como ocorre a interacdo desses

organismos com o mineral presente nas rochas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o desenvolvimento de trés géneros fungicos (Aspergillus spp. e
Fusarium spp. e Trichoderma spp.) em meio de cultura contendo p6 de
rocha derivado de granito e seu efeito no intemperismo da rocha.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o crescimento dos fungos sob condi¢des de esterilizacao do p6 de
rocha (autoclavagem) e sem o processo de esterilizacao;

e Realizar a caracterizagcdo mineralogica da rocha granitica;

e Demonstrar a relagdo desses fungos com os componentes minerais que
constituem o granito;

¢ Inferir sobre as transformag¢des biogeoquimicas nas rochas em decorrendo
de desenvolvimento dos fungos e correlaciona-las com a composi¢cao

mineraldgica e quimica da rocha.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e amostragem de rocha

O municipio de Campos dos Goytacazes (figura 2) pertence a Regido Norte
do Estado do Rio de Janeiro e localiza-se no ponto de passagem da BR-101
sobre o rio Paraiba do Sul (latitude: 21°45°23”S e Longitude: 41°19°49"W).

A rocha granitica foi coletada no Morro do Itaoca (latitude: 21°47'9.98"S e
longitude: 41°27'6.76"W), distrito de Ibitioca, no municipio de Campos (figura 3). A
amostra foi levada ao Laboratério de Solos (LSOL), do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agropecuarias (CCTA), da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). A amostragem foi feita aleatoriamente na face
noroeste do morro, onde ha grandes superficies de rocha exposta e pouco

alterada (figura 2).
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Figura 2. Localizacdo do municipio de Campos dos Goytacazes, Regido Norte do
Estado do Rio de Janeiro.

Coleta - Amostra de Granito oy o Legenda

Coordenadas geograficas do local da coleta das »  Localizagao da area de coleta de amostra

amostras de granito.
21°47'9.98"S
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Serra do ltaoca
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Figura 3. Imagem de satélite (Google Earth) da regido onde fica localizado o
Morro do Itaoca, no municipio de Campos dos Goytacazes - RJ, com a indicacao
das coordenadas geogréficas do local de coleta das amostras de granito.
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4.2 Preparo das amostras de rocha

No Laboratério de Solos, Campus Leonel Brizola — UENF, as amostras de
rocha foram fragmentadas em tamanhos menores com a utilizagdo de marreta e
martelo. Em seguida, a parte externa das amostras, que ficavam em contato
direto com o ambiente, foi limpa e lixada para remover a matéria organica e as
regides levemente intemperizadas.

Para obter o p6 de rocha, os fragmentos foram quebrados em tamanhos
ainda menores e macerados com a utilizacdo de almofariz e pistilo, e peneirados
com peneiras de abertura 60 mesh (0,250 mm).

A opcdo por esse tamanho de particula foi baseada no trabalho de
Theodoro et al. (2006), que mostra que materiais mais finos (0,002 e 0,05 mm)
disponibilizam mais facilmente seus principais elementos, podendo, em funcéo do
intemperismo ou da abrasdo, se transformar mais rapidamente, embora o0s

autores ndo tenham correlacionado esses dados a agédo de microrganismos.

4.3 Caracterizacdo mineraldgica por Difracao de Raios-X

A anadlise da composi¢cao mineraldgica das amostras de rochas foi realizada
de forma qualitativa por meio da técnica de Difragdo de Raios-X (DRX), em um
difratbmetro convencional marca Shimadzu, modelo XRD-6000, utilizando-se
radiacdo monocromatica de Cu-Ka, variagao angular 26 10 — 70° e velocidade de
1°26/min.

4.4 Isolados de fungos, cultivo e inoculacao

Para este estudo da degradacdo do po de rocha foram utilizados trés
géneros de fungos: Aspergillus P. Micheli ex Haller, Fusarium Link, e Trichoderma
Pers. Todos os isolados foram gentiimente cedidos pelo Professor Dr. Fabio
Lopes Olivares, do Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual (LBCT), do Centro
de Biociéncias e Biotecnologia (CBB/UENF).
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Os fungos foram repicados para placas de Petri contendo meio Batata
dextrose agar (BDA) e incubados em camera de germinacgao, tipo BOD, com
fotoperiodo 12/12 luz/escuro, a 25°C, até crescerem o suficiente para serem
transferidos para o meio de cultura liquido.

Posteriormente, cada fungo foi repicado para o meio de cultura liquido,
composto por 10 g de dextrose (CsH120s), 1 g de uréia (NH2CONH2), 10 g de po
de rocha e 1 L de &gua deionizada. O nitrogénio foi fornecido pela ureia e o
carbono pela dextrose.

Com o auxilio de uma micropipeta, 30 mL do meio foi colocado em frascos
de vidro, previamente lavados em &cido cloridrico e enxaguados em agua
deionizada. Cada frasco consistiu em uma repeticdo, fazendo-se 4
repeticdes/tratamento, num total de 48 frascos.

Os frascos contendo o meio liquido foram autoclavados a 121°C por 20
min. Do total, 16 frascos foram autoclavados ja com a adicdo do po de rocha:
meio + pd de rocha autoclavado (04), meio + Aspergillus + p6 de rocha
autoclavado (04), meio + Fusarium + p6 de rocha ndo autoclavado (04) e meio +
Trichoderma + p6 de rocha autoclavado (04). Para os frascos contendo o meio de
cultura que foram autoclavados jA com o p6 de rocha, os fungos foram inoculados
apos o resfriamento completo destes. Outros 16 frascos também foram
autoclavados, no entanto, a adicdo do p6 de rocha e dos fungos ocorreu apenas
apos seu resfriamento. Foram eles: meio de cultura + p6é de rocha néo
autoclavado (04), meio de cultura + Aspergillus + pé de rocha ndo autoclavado
(04), meio de cultura + Fusarium + p6é de rocha ndo autoclavado (04), meio de
cultura + Trichoderma + p6 de rocha ndo autoclavado (04). Outros 04 frascos
contendo apenas 0 meio de cultura também foram autoclavados. Os tratamentos
com o pé de rocha autoclavado foram realizados para esterilizar a rocha e
também para verificar influéncia do aumento de temperatura na alteracdo da
composicao dos meios.

Discos de 0,3 cm, aproximadamente, das colbnias dos fungos foram
inoculados sob camara de fluxo laminar, para evitar contaminagfes externas. Os
frascos foram vedados com parafilme “M” e incubados na BOD por um periodo de
30 dias. Nos tratamentos com rocha ndo autoclavada, o p6 foi adicionado ao meio

no momento da repicagem dos fungos.
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Findados os 30 dias, os fungos passaram por um processo de filtracdo com
uma bomba de filtro a vacuo e papel filtro comum (n® 103) para separar 0S
microrganismos e o meio liquido em que se encontravam. Antes da filtragem, o
papel filtro foi seco em estufa por um periodo de 24 horas para que fosse retirado
0 maximo possivel de umidade. Apos a filtragem, os papéis (agora com 0s
fungos), ficaram novamente em estufa, por mais 24 h, para o célculo do peso
seco de cada uma das amostras. Do p6 de rocha foram subtraidos os valores dos
elementos presentes em solucdo e o seu resultado subtraido da biomassa dos
fungos. O liquido resultante da filtragem teve o seu pH medido com um
peagbmetro de bancada e depois acidificado para pH 3,0 com &cido cloridrico

(HCI) a 0,1 mol L't para congelamento e posterior andlise quimica.

4.6 Analise quimica dos meios de cultura por ICP-OES

As analises quimicas dos meios de cultura, apos o fim do periodo de 30
dias do experimento, foram efetuadas por meio da espectrometria de emissao
optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). As analises foram
realizadas no Laboratdrio de Analises Ambientais, do Departamento de Ciéncia do
Solo, da ESALQ/USP (Escola  Superior de Agricultura Luiz de
Queirdz/Universidade de Sao Paulo).

Para a determinacdo dos elementos foi utilizado um equipamento de ICP-
OES modelo iCAP 6300 (Thermo Scientific) com plasma de argonio, visdo radial e
axial de 175 a 847 nm, sistema de introducdo de amostras aguosas com
nebulizador concéntrico, detector do tipo CID (Charge Injection Device). Os limites
de quantificacédo para ordem de concentracao foram dados em miligramas por litro
(mg/L), para os seguintes elementos: Aluminio (Al), Arsénio (As), Bario (Ba), Boro
(B), Cadmio (Cd), Calcio (Ca), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Chumbo (Pb), Cromo
(Cr), Enxofre (S), Ferro (Fe), Fosforo (P), Potassio (K), Magnésio (Mg), Manganés
(Mn), Molibdénio (Mo), Niquel (Ni), Sodio (Na), Selénio (Se), Silicio (Si), Titanio
(Ti) e Zinco (Zn). No entanto, nem todos os elementos foram considerados para a
realizagéo deste trabalho em virtude da baixa expresséo na leitura da amostra. Os
elementos quimicos utilizados para a realizacdo deste trabalho foram: Al, Ca, Fe,
K, Mg, Mn, Na, P, S e Si.
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4.7 Andlises Estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os principais elementos avaliados, em todos os tratamentos
foram: Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S e Si. Além dos elementos, foram avaliados
também o pH dos meios de cultura e a biomassa dos microrganismos.

Para andlises dos dados, foram realizados os testes do Coeficiente de
Correlacdo de Pearson. Também foi testada a normalidade dos dados através do
Teste de Shapiro Wilk (p>0,05). Os dados foram submetidos a ANOVA de um
fator (One Way ANOVA) para verificar se houve diferenca significativa entre os
tratamentos testados. Quando os dados dos elementos nos diferentes
tratamentos apresentaram normalidade, o teste de Tukey (1949) foi aplicado.
Quando nédo apresentaram normalidade, as médias foram comparadas através do
teste ndo paramétrico de Dunn (1964), como ocorreu nos tratamentos para
Aspergillus em relacdo aos seguintes elementos: Ca, Fe, K e P; para Fusarium
em relacdo ao Ca, K e Mn; para o Trichoderma em relacdo ao Al e ao Fe. As
andlises estatisticas e graficos foram gerados através do software SigmaPlot
14.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo quimica e mineral da rocha

A tabela 1 apresenta a composi¢ado quimica do granito estudado (a base de
massa, %), indicando a esperada predominéancia de SiO2 (~ 65 %), comum a
todos os silicatos, seguido de Al203 (~ 14 %), K20 (6,4 %), Fe203 (4,3 %), CaO
(3,7 %) e Na20 (3,33 %). Os demais elementos analisados (P20s, TiO2, MnO,
ZrO) apresentam teores proximos e/ou abaixo de 1 %. O teor de agua estrutural
(determinado por perda ao fogo), foi de 1,12 %.



Tabela 1. Caracterizacao elementar da amostra de granito coletada no Morro do Itaoca, em Campos dos Goytacazes — RJ

Amostra SiO2  Al203 K2O Fe203 CaO NaO TiO2 MgO P20s  ZrO2 MnO Agua Total

%

Granito 64,96 13,64 6,40 4,30 3,65 3,33 1,12 0,80 0,45 0,15 0,07 1,12 100,00

Tc
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Essa caracterizacdo quimica € consistente com a caracterizacao
mineraldgica realizada por DRX, cujo difratograma se encontra na figura 4. As
linhas coloridas, geradas automaticamente pelo programa usado na identificacao
(Match 3.0) revelam a posicao dos picos das diversas fases encontradas, assim
como a provavel férmula quimica dos minerais, na legenda a direita superior na
figura. As quantidades sugeridas ndo podem ser consideradas nesse estudo, pois
ndo foi realizado nenhum ajuste matematico para realizar a quantificacdo do
mineral e, portanto, podem ser ignoradas.

Qualitativamente, se observam picos de alta intensidade de quartzo por
todo o difratograma, com o mais proeminente e com baixa largura a meia altura
em valor proximo a 26,6 °26 (pico 101, em 0,333 nm). Anortita e anortoclasio
foram identificados com base na sequéncia de picos na regido entre 27 e 30 °26,
tipica de feldspatos e de minerais da série do plagioclasio. Esses minerais
costumam ser abundantes em granitos de coloragao clara, como o material em
estudo. Um pico basal em ~ 8,8 °26 (~1,01 nm) foi identificado como o pico basal
(001) da biotita, macroscopicamente visivel no granito, seguida de picos basais
em ~18 e 26,6 °20 (0,5 e 0,34 nm, respectivamente) e por uma série de picos nao
basais espalhados pelo difratograma. Picos de baixa intensidade correspondentes
a apatita também foram observados no padrdo de DRX. Um pico menor de

caulinita, em 12,2 °26 (~0,715 nm) foi também observado.
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Figura 4. Padrdo de DRX do granito estudado. Os minerais identificados se
encontram na legenda superior, a direita, e os tracos coloridos indicam 0s picos
relacionados a cada fase. Os dados quantitativos, gerados automaticamente pelo
Match 3.0, ndo devem ser considerados neste estudo.

5.2 Medicédo do pH dos tratamentos e biomassa fungica

Os resultados dos valores médios de pH e de biomassa dos microrganismos
fungicos em cada um dos tratamentos sédo apresentados na tabela 2. O controle
(meio puro) apresentou pH proximo a neutralidade (6,8). Com a adi¢cdo do po de
rocha autoclavado e nao-autoclavado, o pH sofre pouca alteracdo, estando

também préximos a neutralidade (7,4 e 7,0, respectivamente).

Os tratamentos com a presenca dos microrganismos fungicos tiveram
maiores alteracdes em relacdo ao pH. Quando na presenca de Aspergillus, os
meios tornaram-se acidos, apresentando uma acidificacdo maior no tratamento
Aspergillus + meio + p6 de rocha autoclavado (4,7). Na presenca de Fusarium, 0s
meios tornaram-se mais alcalinos, apresentando maior alcalinidade no tratamento

Fusarium + meio + po de rocha autoclavado (8,0). Para o Trichoderma, os meios
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também tenderam a alcalinidade, sendo o tratamento mais alcalino o Trichoderma

+ meio + p6 de rocha autoclavado (8,3).

Em relacdo ao crescimento dos microrganismos, € possivel observar que o
crescimento para Aspergillus, o tratamento controle foi o que teve a maior
biomassa fungica (em g) em relacdo aos outros dois tratamentos (Aspergillus +
meio + pd autoclavado e Aspergillus + meio + pé nado-autoclavado). Ja para
Fusarium e Trichoderma o maior crescimento foi nos tratamentos em que o p6 de
rocha néo foi autoclavado, seguidos pelos tratamentos controles e tendo o0 menor

crescimento no tratamento em que o pé foi autoclavado.

Tabela 2. Valores das médias de pH, da biomassa das amostras e o desvio
padrdao (Legenda. PRA: p6 de rocha autoclavado; PRNA: p6 de rocha nao-
autoclavado)

Biomassa dos fungos

Tratamentos pH ©)
Meio Puro 6,8 +0,19 !
PRA 7,4 +0,60 !
PRNA 7,0+0,41 !
Aspergillus + Meio 5,4+1,06 0,068 £+ 0,03
Aspergillus + Meio + PRA 4,7 +0,15 0,042 + 0,02
Aspergillus + Meio + PRNA 6,2 £ 0,50 0,052 + 0,05
Fusarium + Meio 7,7+0,25 0,066 £ 0,01
Fusarium + Meio + PRA 8,0+0,34 0,051 +£0,01
Fusarium + Meio + PRNA 7,6 £0,08 0,083 £ 0,02
Trichoderma + Meio 8,2+0,53 0,046 = 0,01
Trichoderma + Meio+ PRA 8,3+0,10 0,015 = 0,05
Trichoderma + Meio + PRNA 7,7+0,76 0,101 £ 0,04

! Controles, sem a presenca de fungos no meio.

5.3 Andlise quimica dos meios por ICP-OES

Por meio da técnica de ICP-OES, foi possivel quantificar os elementos

(aluminio, célcio, ferro, potassio, magnésio, manganés, sddio, fésforo, enxofre e
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silicio) e também o pH nos meios de cultura provenientes da alteracdo da rocha.

Os valores médios desses elementos (em mg L) estdo descritos na tabela 3.



Tabela 3. Valores médios dos elementos em mg L da andlise quimica realizada por meio de ICP-OES e pH das quatro repeticdes
gue foram realizadas para cada tratamento.

pH Al Ca Fe K Mg Mn Na P S Si
Tratamentos
mg/L
Meio Puro 6,8 0,156 0,552 0,082 1,131 0,014 0,001 1,873 0,058 0,145 1,617
PRA 74 0622 10,024 0,367 1572 0466 0,058 4,701 0,098 0,231 3,021
PRNA 70 0,170 12,090 0,091 1,432 0515 0,055 6,419 0,018 0,309 6,438
Aspergillus + Meio 54 0,077 0,528 0,071 1,085 0,018 0,001 3,882 0,026 0,159 4,228
Aspergillus + Meio + PRA 4,7 1,457 15548 1,054 1,684 0,957 0,138 4,463 0,239 0,239 3,839
Aspergillus + Meio + PRNA 62 0929 12,429 0672 1,637 0,731 0,104 4,836 0,275 0,248 2,706
Fusarium + Meio 77 0,178 1,450 0,111 0,782 0,087 0,001 4,635 0,127 0,174 3,226
Fusarium + Meio + PRA 80 0421 13280 0,305 1,873 0,514 0,066 5,057 0,037 0,246 3,343
Fusarium + Meio + PRNA 76 0480 14,694 0474 1,962 0679 0,094 5312 0,163 0,228 2,783
Trichoderma + Meio 82 0,145 0,939 0,085 1,064 0,073 0,001 3,987 0,104 0,180 3,299
Trichoderma + Meio + PRA 83 0,334 9,769 0,242 1,689 0,412 0,055 5238 0,041 0,211 6,869
Trichoderma + Meio + PRNA 7,7 0,131 10,047 0,093 1,721 0453 0,037 5423 0,021 0,234 6,197

Legenda: PRA: P6 de rocha autoclavado; PRNA: P6 de rocha ndo-autoclavado;

Elementos quimicos: Al (Aluminio), Ca (Calcio), Fe (Ferro), K (Potassio), Mg (Magnésio), Manganés (Mn), Na (Sdédio), P

(Fésforo), S (Enxofre) e Si (Silicio).

9¢
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5.4 Andalises estatisticas

Nas analises dos dados para verificar a correlacdo entre a variavel massa,
o pH e os diferentes elementos encontrados no granito, foi utilizado o coeficiente
de correlacdo produto-momento de Pearson, onde foi possivel observar, nos
tratamentos com a presenca de Aspergillus (tabela 4), que a relagdo entre a
varidvel biomassa do fungo e os elementos foram negativas ou positivas, mas
com valores bastantes proximos a zero. Ja entre os elementos, o Al apresentou
correlacdo positiva e significativa com Ca, Fe, Mg, Mn, Na, S e Si. O Ca
apresentou correlagéo positiva e significativa com Fe, Mg, Mn, Na, P e S. O Fe
teve correlacdo positiva e significativa com Mg, Mn, P e S. O Mg apresentou
correlacdo positiva com o Mn, Na e S. O Na correlacdo positiva como Se o P
correlacdo positiva com o Si. Dentre todos os elementos, o Unico que nédo
apresentou correlacdo positiva ou negativa a nivel de significancia foi o K.

Para os tratamentos com a presenca de Fusarium (tabela 5), foi possivel
observar uma correlacéo positiva (0,639) e significativa (p<0,05) entre a biomassa
fangica e o P. Entre os elementos, Al apresentou correlacdo positiva e
significativa com Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e S. O Ca teve correlagdo com o Fe, Mg,
Mn e S. O Fe apresentou correlacdo com o Mg, Mn, Na e P. J4 o Mg apresentou
correlacdo com o Mn, o Na e 0 S. Mn apresentou correlagdo com 0 S e 0 Na
apresentou correlacdo com o P. Ja entre P, S e Si, ndo houve correlacao
significativa. Dentre esses elementos, apenas o K apresentou correlacao
significativa com o pH, indicando que essas duas variaveis tendem a aumentar
juntas no meio.

Para os tratamentos com a presenca do Trichoderma (tabela 6), os valores
nao foram significativos (p>0,05) entre as variaveis biomassa e 0s elementos
analisados. Também nao foi significante para o pH. Entre os elementos, Al
apresentou correlagcdo positiva com o Fe. O Ca teve relacdo positiva e
significativa com o K, Mg, Mn e Na. O Fe ndo apresentou correlacdo com o0s
demais elementos. O K apresentou correlagcdo positiva e significativa com o Mg,
Mn e Na, indicando que esses elementos tendem a aumentar juntos no meio e
apresentou correlacdo negativa e significativa com o P, indicando que uma
variavel tende a diminuir quando a outra aumenta. O Mg apresentou correlacao

positiva e significativa com o Mn, Na e S, e negativa com o P. O Mn apresentou
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correlagcdo com o Na. Ja o Na, apresentou correlacdo negativa e significativa com

o P e este, correlacdo negativa com o Si. Entre S e Si ndo houve correlagéo.



Tabela 4. Coeficiente de correlacdo produto-momento de Pearson entre a variavel massa do Aspergillus, o pH e os elementos
encontrados no granito

Al Ca Fe K Mg Mn Na P S Si pH
Massa -0,256 -0,093 -0,250 0,354 -0,148 -0,090 0,296 -0,043 0,131 0,104 0,305
0,422 0,772 0,433"™ 0,259™ 0,646™ 0,780™  0,349™ 0,895™ 0,685™ 0,747 0,334™
Al 1 0,945 0,941 -0,329 0,972 0,947 0,594 0,450 0,763 -0,062 -0,270
3,6E-06*  4,5E-06* 0,296™ 1,3E-07* 2,9E-06*  0,041* 0,142 0,003* 0,848™ 0,395™
Ca 1 0,917 -0,365 0,984 0,996 0,694 0,585 0,784 -0,283 -0,143
2,7E-05* 0,244 9,1E-09* 1,097E-11* 0,012* 0,045* 0,002* 0,374™ 0,657™
Fe 1 -0,361 0,910 0,934 0,470 0,583 0,600 -0,250 -0,247
0,249™  3,9E-05* 8,8E-06*  0,123™ 0,046* 0,039* 0,432" 0,440
K 1 -0,347 -0,383  -0,182 -0,199 -0,382 0,301 -0,271
0,270™ 0,219 0,572™ 0,534™ 0,221" 0,342 0,394"
Mg 1 0,981 0,726 0,514 0,826 -0,185 -0,174
1,9E-08*  0,007* 0,087™  9,3E-04* 0,565™ 0,589™
Mn 0,675 0,578 0,775 -0,271 -0,173
0,016* 0,049* 0,003* 0,395™ 0,591™
Na 1 -0,475 0,783 -0,167 0,315
0,118™ 0,003* 0,604" 0,319™
P 1 0,123 -0,615 -0,210
0,704" 0,033* 0,513™
S 1 0,052 0,008
0,872 0,980™
Si 1 -0,222
0,488™
1

Legenda: * significativo
"Snao houve significancia
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Tabela 5. Coeficiente de correlacédo produto-momento de Pearson entre a variavel massa do Fusarium, o pH e os elementos

encontrados no granito

Al Ca Fe K Mg Mn Na P S Si pH
Massa 0,326 -0,033 0,481 -0,181 0,227 -0,251 0,486 0,639 -0,281 -0,076 -0,220
0,301" 0,918™ 0,113™ 0,574"™ 0,479™ 0,432™ 0,109™ 0,025* 0,375™ 0,813™ 0,492
Al 1 0,639 0,729 0,593 0,813 0,768 0,749 0,331 0,597 -0,393 0,279
0,025* 0,007* 0,042* 0,001* 0,004* 0,005* 0,293™ 0,040* 0,207 0,379™
Ca 1 0,791 0,407 0,932 0,923 0,421 -0,145 0,740 0,002 0,205
0,002* 0,189™ 1,05E-05* 1,91E-05* 0,173™ 0,654 0,006* 0,993™ 0,522
Fe 1 0,423 0,907 0,906 0,589 0,151 0,489 -0,213 0,023
0,170™  4,7E-05*  4,8E-05* 0,043* 0,639* 0,106™ 0,507ns 0,942
K 1 0,488 0,382 0,519 -0,142 0,459 -0,520 0,639
0,107™ 0,221™ 0,084" 0,660 0,133™ 0,083 0,025*
Mg 1 0,962 0,623 0,120 0,762 0,234 0,138
5,9E-07* 0,030* 0,710™ 0,004* 0,464 0,668™
Mn 1 0,493  0,00004 0,690 -0,159 0,023
0,104" 0,999 0,013* 0,622 0,944"
Na 1 0,593 0,396 0,398 0,231
0,042* 0,202™ 0,200™ 0,471"
P 1 -0,102 -0,222 -0,314
0,752™ 0,488"™ 0,321™
S 1 -0,294 -0,275
0,354"™ 0,388™
Si 1 -0,166
0,606™
1

Legenda: * significativo

"Snao houve significancia
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Tabela 6. Coeficiente de correlacdo produto-momento de Pearson entre a variavel massa do Trichoderma, o pH e os elementos
encontrados no granito

Al Ca Fe K Mg Mn Na P S Si pH
Massa -0,199 0,267 -0,217 0,294 0,377 0,071 0,269 -0,363 0,570 0,212 -0,351
0,536 0,401" 0,499™ 0,354 0,227 0,826™ 0,397 0,246 0,052 0,509™ 0,263™
Al 1 0,263 0,979 0,186 0,229 0,417 -0,041 0,325 -0,219 -0,464 0,108
0,409  2,8E-08* 0,563 0,474 0,178™ 0,898"™ 0,303™ 0,494" 0,129™ 0,738™
Ca 1 0,361 0,793 0,839 0,927 0,778 -0,532 0,559 0,224 -0,300
0,249™ 0,002* 6,45E-04* 1,5E-05* 0,003* 0,075™ 0,058™ 0,483 0,343™
Fe 0,241 0,306 0,498 0,056 0,289 -0,169 -0,378 0,107
0,451 0,333™ 0,099™ 0,863™ 0,362 0,599™ 0,225™ 0,742
K 1 0,724 0,709 0,738 -0,612 0,303 0,269 -0,012
0,007* 0,009* 0,006* 0,034* 0,338™ 0,397 0,970™
Mg 1 0,654 0,887 -0,623 0,611 0,419 -0,215
0,021* 1,21E-04* 0,032* 0,035* 0,175™ 0,502
Mn 1 0,618 -0,337 0,298 -0,083 -0,356
0,032* 0,284" 0,347 0,798 0,256
Na 1 -0,775 0,454 0,515 -0,280
0,003* 0,138™ 0,086"™ 0,378™
P 1 -0,472 -0,637 0,190
0,121" 0,026* 0,555™
S 1 0,350 -0,339
0,264 0,281™
Si 1 0,207
0,519™

1

Legenda: * significativo
"Snao houve significancia
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Na figura 5 estdo descritos os valores do teste de média e o desvio padréo
(DP) dos elementos, Al, Ca, K, Na e Si, em relacdo aos diferentes tratamentos
estabelecidos para Aspergillus. O Fe, Mg, Mg, P e S, estéo ilustrados na figura 6.
Os elementos foram divididos em dois grupos a fim de melhorar a visualizacao
dos dados nos gréficos.

Para a maioria dos elementos, os tratamentos com p6é de rocha
autoclavado e com pé de rocha ndo-autoclavado, na presenca de Aspergillus,
foram os que apresentaram as maiores meédias (em mg/L). Para o Na, S e Si, os
valores ndo apresentaram esse mesmo padrdo, sendo que as maiores médias
registradas foram para o tratamento controle: meio + pd de rocha nao
autoclavado. No quadro geral, houve diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos para todos os elementos, com excegéo do K.

Outros dados referentes as analises de variancia, como o erro padrdo da
média, o valor de F e o valor de p em relacdo a cada um dos elementos avaliados

qguando na presenca de Aspergillus podem ser conferidos no apéndice A.
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Na figura 7 estdo descritos os valores médios e DP para os elementos Al,
Ca, K, Na e Si liberados nos tratamentos relacionados a presenca de Fusarium e
aos tratamentos sem o fungo. Para Al ndo houve diferenca estatistica
significativa. Para Ca e K, os tratamentos mais expressivos foram: Fusarium +
meio + p6 de rocha autoclavado e Fusarium + meio + po de rocha nao
autoclavado. Entre esses dois tratamentos, ndo houve diferenca significativa.
Para Na e Si, o tratamento com maior teor desses elementos foi meio + p6 néo-
autoclavado.

O Fe, Mg, Mn, P e S estao ilustrados na figura 8. O tratamento Fusarium +
meio + po de rocha ndo-autoclavado apresentou maiores teores de Fe, Mg, Mn e
P. Ja para 0 S, assim como ocorreu com o0s tratamentos contendo Aspergillus, as
maiores médias registradas foram para o tratamento controle: meio + p6 de rocha
ndo-autoclavado.

Outros dados das analises estatisticas realizadas para os testes dos
tratamentos de Fusarium, como o erro padrdo da média, o valor de F e de p em
relacdo a cada um dos elementos avaliados, estdo presentes no apéndice B.
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Na figura 9 estdo descritos os valores médios e do desvio padrédo dos
elementos Al, Ca, K, Na e Si em relacdo aos tratamentos estabelecidos para
Trichoderma. E possivel observar que ndo houve diferenca estatistica significativa
para o Al nos diferentes tratamentos (p>0,05). Para Ca e Na, os tratamentos que
revelaram uma maior quantidade desses elementos no meio, foram pé de rocha
nao-autoclavado + meio, seguido pelo tratamento Trichoderma + meio + p6 de
rocha ndo autoclavado. Para K, o tratamento que apresentou maior quantidade foi
Trichoderma + meio + pé de rocha ndo-autoclavado e, para o Si, Trichoderma +
meio + po de rocha autoclavado.

Os dados de Fe, Mg, Mn, P e S estdo na figura 10. Para o Fe, os
tratamentos meio + p6é de rocha autoclavado e o Trichoderma + meio + p6 de
rocha autoclavado apresentaram maior quantidade do elemento no meio. Para
Mg, o tratamento meio + pd de rocha ndo-autoclavado apresentou maiores teores
do elemento no meio.

Para o Mn, foram realizados diferentes testes (Dunn’s, Tukey, Dunnett).
Diferentes testes foram necessarios devido ao fato de que os tratamentos meio
puro e meio + Trichoderma néo apresentaram nenhum valor de Mn, fazendo com
gue os testes ndo apresentassem significancia, uma vez que s6 tem como
escolher um valor de referéncia para as comparacdes. No entanto, o resultado
mostra que as diferencas nos valores médios entre 0s grupos de tratamento sao
maiores do que seria esperado, havendo uma diferenca estatisticamente
significativa (P = 0,011). Esses testes do Mn estdo no apéndice C.

Para o P foi realizado o Teste de Dunnett, onde foi encontrada diferenca
estatistica significativa, com os tratamentos meio + Trichoderma e o tratamento
meio + p6 de rocha autoclavado com maiores teores do elemento. Para S, meio +
pé de rocha ndo-autoclavado apresentou uma maior quantidade do elemento no
meio.

Outros dados das analises realizadas, como o erro padrdo da meédia, o
valor de F e de p em relacdo a cada um dos elementos avaliados quando na

presenca de Trichoderma, estdo apresentados no apéndice D.
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6. DISCUSSAO

6.1 Medicdo do pH dos tratamentos e biomassa fungica

A variagédo do pH em uma cultura ocorre de forma natural como resposta
as atividades metabodlicas dos microrganismos ali presentes. A principal razéo
para essa variacdo € a secrecdo de acidos organicos como, por exemplo, 0s
acidos citrico, acético e lactico, o que resulta em uma diminuicdo no pH, assim
como o consumo de sais de amdnia (Moraes, 2004). Em contrapartida, a
assimilacao de &cidos organicos, que podem estar presentes em certos meios de
cultura, assim como a hidrdlise de ureia, podem resultar em uma alcalinizacéo do
ambiente. As mudancas de pH também dependem bastante da espécie do
microrganismo presente (Moraes, 2004).

A acao de microrganismos pode acarretar o biointemperismo em minerais e
rochas, podendo ser por meio de mecanismos bioquimicos e/ou biomecéanicos
(Gadd, 2010; Gadd, 2017). O intemperismo bioquimico envolve precipitacéo,
complexacdo, quelacdo e reacdes redox mediadas por substancias como 0s
acidos organicos de baixo peso molecular (LMWOAS), sideréforos, substancias
poliméricas extracelulares e exoenzimas (Hirsch et al., 1995; Kirtzel et al., 2020;
Uroz et al., 2009).
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Em relacédo aos valores de pH, o meio de cultura puro estava proximo a
neutralidade (pH 6,8). Apos a adicdo do po de rocha, o pH dos meios apresentou
um leve aumento, com pH 7,4 para o p6 autoclavado e pH neutro para o
tratamento com adi¢cdo de pd ndo autoclavado. O controle (meio + Aspergillus)
apresentou meio mais acido quando na presenca do fungo (pH 5,4). Para o
tratamento meio + Aspergillus + p6 de rocha autoclavado, 0 meio tornou-se mais
acido na sua presenca (pH 4,7). No tratamento meio + Aspergillus + p6é de rocha
ndo autoclavado, o meio de cultura também foi mais acido (pH 6,2), em relagédo
ao seu controle (meio + po de rocha ndo autoclavado), que apresentou pH neutro.

Para Aspergillus, o maior crescimento (biomassa seca fungica) foi para o
tratamento controle (fungo + meio), com uma média de 0,068 + 0,03 g. Para o
tratamento com o pd de rocha autoclavado, a massa flngica registrada foi de
0,042 + 0,02 mg. J4 o com po de rocha ndo-autoclavado, a biomassa média foi de
0,066 + 0,01 g (tabela 2 e figura 5). Estes resultados corroboram o que foi descrito
por Wheeler et al. (1991) que mostrou que espécies deste género podem crescer
em uma faixa de pH que varia de 2,0 a 11,0, sendo que o pH 6timo para
crescimento € mais préximo a neutralidade. No entanto, era esperado que 0s
fungos crescessem mais nos tratamentos que tiveram acréscimo do pé de rocha
como fonte de nutrientes.

Para Fusarium, o controle (meio + fungo) apresentou-se alcalino (pH 7,7),
valor proximo ao que foi constatado para o tratamento meio + fungo + p6 de rocha
nao autoclavado (pH 7,6). Ambos os tratamentos citados anteriormente foram
menos alcalinos quando em comparacao ao tratamento com o p6 autoclavado
(pH 8,0). Todos os tratamentos apresentaram meios alcalinos, demonstram que
nossos resultados estdo de acordo com o que ja foi descrito na literatura. Singh
(2007), por exemplo, mostra que F. oxysporum tem o seu crescimento favorecido
em terrenos alcalinos, umidos e com temperaturas médias de 25 °C.

Frente aos diferentes valores de pH, as peptidases e as lipases, enzimas
produzidas por Fusarium, demonstram uma maior atividade em meio
predominantemente alcalino. A atividade lipolitica € maior em pH 8,5 e a atividade
proteolitica &€ maior em pH variando de 6,0 a 8,5 (Angelo, 2012), o que também ja
foi descrito por Gulati et al. (2005) para F. globulosum, por Prazeres et al. (2006)
e por Rifaat et al. (2010) para F. oxysporum, e por Pekkarinen et al. (2002) para F.

culmorum.
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Em relacdo ao crescimento dos fungos deste género (tabela 2 e figura 7), é
possivel observar no tratamento com pé de rocha ndo autoclavado, que o
Fusarium cresceu mais (0,083 + 0,02 g). Ja no tratamento com o p6 autoclavado,
o crescimento foi de 0,051 + 0,01 g e, no controle, de 0,066 + 0,01 mg. Embora
apresente um crescimento timido, os fungos cresceram em uma faixa de pH
proxima ao que foi descrito no trabalho desenvolvido por Santos et al. (2014), em
gue eles mostraram um crescimento 6timo de Fusarium a pH 8,0.

Para Aspergillus e Fusarium, o crescimento foi maior para os tratamentos
meio + fungo, em relagcdo aos tratamentos que continham o p6 de rocha
(autoclavado e nédo autoclavado), o que leva a considerar que alguns dos
elementos presentes na rocha poderiam estar inibindo o crescimento desses
microrganismos. Uma outra consideracdo a ser levantada € o fato de que nos
tratamentos meio + fungo + pd de rocha ndo autoclavado os microrganismos
apresentaram maior biomassa do que o0s tratamentos em que o poé foi
autoclavado, o que mostra a possibilidade de haver outros microrganismos no
meio, 0 que seria possivel investigar com a tentativa de isolamento de fungos
locais.

Em relacdo ao género Trichoderma, mesmo sendo encontrados dados na
literatura citando que este género cresce em ampla faixa de pH, o mais comum de
se encontrar séo trabalhos mostrando a a¢cdo desses microrganismos quando em
meios acidos. Em trabalhos realizados por Steyaert et al. (2010), por exemplo,
com diferentes espécies de Trichoderma, os autores observam que o pH do meio
de cultura possui limite de acidificacdo em torno de 4,0. Raimbault (1998) também
demonstrou que fungos deste género apresentam uma razoavel estabilidade
entre os valores de 4,0 e 5,0. Esses resultados se diferem do que foi encontrado
NOs Nossos tratamentos, em que todos os meios foram alcalinos.

O género Trichoderma apresentou a maior biomassa (0,101 + 0,04 g) no
tratamento com o p6 de rocha nédo-autoclavado, enquanto para pé de rocha
autoclavado, o fungo pouco cresceu (0,015 £ 0,05 g). No controle, o valor foi de
0,046 = 0,01 g. Esses valores tao divergentes entre os tratamentos ndao eram
esperados e, tampouco, se esperava um crescimento tdo infimo para o p6 de
rocha autoclavado. Aqui foram realizados 0s mesmos procedimentos
experimentais descritos para Aspergillus e Fusarium. Uma hipotese a ser levada

em consideracdo é a de que outra espécie de fungo poderia estar presente no
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meio, mesmo nao apresentando crescimento visivel a olho nu, mas que poderia

estar liberando componentes que inibem o crescimento de Trichoderma.

6.2 Liberacao de elementos no meio e alteracdo mineral nos experimentos

Cada um dos elementos foi analisado individualmente em relagcdo ao
comportamento que os fungos exercem na presenca deles. O Si é o elemento
mais abundante na rocha (Tabela 1), uma vez que 0s principais minerais que
compdem o granito e identificados no DRX (Figura 4) sdo silicatos, como o
quartzo, plagioclasios e biotita. Esse elemento ¢é liberado em funcéo da alteracéo
bioquimica induzida por microrganismos (Adeyemi e Gadd, 2005; Pinzari et al.,
2022). De forma geral, os teores liberados no meio pela acdo fungica ou pela
acdo do proprio meio, verificada nos tratamentos sem fungos, foi relativamente
abundante quando comparados aos demais elementos. Apenas o Ca apresentou
teores mais elevados que o Si e o Na para alguns tratamentos. Ja o efeito dos
fungos na liberacdo dos elementos foi bastante diferenciado em relacdo a cada
género.

Para Aspergillus, o tratamento com meio + p6 de rocha ndo autoclavado foi
estatisticamente igual ao tratamento Aspergillus + meio e Aspergillus + meio + pé
de rocha autoclavado. Isso indica que, no tempo analisado, a alteracdo provocada
pela acdo do meio ndo se diferenciou da bioquimica, induzida pela presenca dos
fungos. Além disso, pode ser que microrganismos nativos da rocha tenham sido
mais eficientes na alteracdo dos silicatos, jA& que o pdé ndo passou por
autoclavagem. A auséncia de relacdo entre a biomassa de Aspergillus (Tabela 4)
e os teores liberados de Si sugere que o elemento ndo foi absorvido pelos
microrganismos, embora 0s teores menores nos tratamentos com o fungo possam
indicar que o elemento possa ter se precipitado, uma vez que organismos sao
capazes de induzir a formacdo de geéis precursores da formacdo de silicatos
(Fiore et al., 2011).
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Para o género Fusarium, a tendéncia de maior liberacdo de Si no
tratamento com meio + p6 de rocha ndo-autoclavado indica uma tendéncia
parecida, embora esse tratamento seja estatisticamente superior aos demais, que
se assemelham entre si. Nesse caso, a combinag&o entre a alteragdo provocada
pelo meio e pela possivel acdo de microrganismos nativos foi mais eficiente para
induzir a dissolucdo de tetraedros de Si, comuns a todos os silicatos. Para os
tratamentos com Trichoderma, os tratamentos com fungos (mais o pdé nao-
autoclavado e autoclavado) e o tratamento com meio + p6 de rocha autoclavado
ndo diferiram estatisticamente. O Unico tratamento estatisticamente distinto e
inferior aos demais foi 0 meio puro. Sugere-se, portanto, que ndo houve distincao
do efeito dos fungos em relacdo a alteracdo provocada pela acdo do meio e de

possiveis organismos nativos presentes na rocha.

Na tabela 3, € possivel encontrar a descricdo dos valores de Al frente a
acdo dos trés géneros de fungos e na figura 5, especificamente para o
Aspergillus. Para os controles, 0 meio puro e o meio contendo apenas o po6 de
rocha ndo autoclavado apresentaram valores préximos da quantidade de Al no
meio (0,156 e 0,170 mg L1, respectivamente), enquanto no controle com o pé de
rocha autoclavado, houve maior quantidade de Al (0,622 mg L™1).

Quando comparamos o Aspergillus em relacdo aos controles, o tratamento
fungo + meio + pd de rocha autoclavado aumentou em relacdo ao tratamento
controle meio + p6é de rocha autoclavado, passando de 0,622 mg L para 1,457
mg L, sendo diferentes estatisticamente. O mesmo ocorreu para o tratamento
fungo + meio + po6 de rocha ndo autoclavado, que apresentou o valor de 0,929 mg
L1, sendo estatisticamente diferente do seu controle meio + p6 de rocha néo
autoclavado em que o valor de Al no meio foi de 0,170 mg L. Esses valores
sugerem que o fungo em questdo pode ter solubilizado esse elemento, uma vez
que os tratamentos em que o fungo estava presente apresentaram valores
superiores de Al no meio em relagéo aos seus controles.

O elemento ndo apresenta correlacdo significativa (positiva ou negativa)
com a biomassa do Aspergillus e nem com o pH. No entanto, ha correlacéo
positiva e significativa com outros elementos, como por exemplo, o Ca, o Fe, o
Mg, o Mn, o Na e 0 S, 0 que significa que esses elementos aumentam juntos no

meio, na presenca do fungo.
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O Al € um elemento estrutural em muitos silicatos, presente em sitios
octaedrais (Klein e Dutrow, 2012) e, portanto, é natural que a alteracdo de
silicatos induzida por espécies de fungos solubilize esse elemento (Pinzari et al.,
2009, 2022). De acordo com a identificagdo mineraldgica por DRX (Figura 4) e a
composicdo quimica da rocha (Tabela 1), ha minerais que possuem teores
consideraveis de Al em suas estruturas cristalinas, como o anortoclasio, a anortita
e a biotita. Ha ainda, a possibilidade do elemento se originar da dissolucédo de
minerais acessoérios do granito, que podem apresentar teores elevados do

elemento.

Para o Fusarium (tabela 3 e figura 7), o controle meio puro e o controle
meio + fungo apresentaram valores préximos de Al no meio (0,156 mg L* e 0,178
mg L1), indicando que, para estes tratamentos, a presenca do elemento foi baixa.
Para o tratamento fungo + meio + p6 de rocha autoclavado, o teor de Al no meio
foi de 0,421 mg L-1, sendo menor do que o seu controle (meio + p6 de rocha
autoclavado), que apresentou valor de 0,622 mg L-1, ndo sendo diferentes
estatisticamente. Para o tratamento fungo + meio + p6 de rocha ndo autoclavado
aconteceu o inverso, apresentando 0,480 mg L-1, sendo maior que 0 seu controle
meio + p6 de rocha ndo autoclavado (0,170 mg L-1), ndo havendo diferencas
estatisticas entre os tratamentos.

O Al para o Fusarium, assim como ocorreu para Aspergillus, se
correlacionou positivamente com os elementos Ca, Fe, Mg, Mn, Na e S, indicando
gue o teor desses elementos aumenta juntos no meio. Nao houve correlagédo com
a biomassa do fungo, indicando que o elemento nao influencia na biomassa e
vice-versa, bem como néo se correlacionou com o pH do meio.

Para o Trichoderma (tabela 3 e figura 9), todos os tratamentos
apresentaram valores inferiores para o Al em relacdo aos controles. Um estudo
publicado por Santos (2017) indica que a diminuicdo do Al ocorre porque espécies
desse fungo apresentam significativa resisténcia a este elemento, sendo capazes
de tolera-lo e até mesmo absorvé-lo. No entanto, 0 mesmo nao pode ser afirmado
no nosso trabalho pelo fato de que, embora a relacéo entre as variaveis massa e
Al seja negativa, o seu valor nao é significativo para que tal afirmacao seja feita.

Diferentemente dos outros dois fungos, a correlacao entre o Al e os demais
elementos s6 foi significativa com o Fe, indicando que, neste caso, Al e Fe

aumentam juntos no meio, 0 que ndo ocorre com nenhum outro elemento, na
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presenca do Trichoderma. Também ndo se correlacionou com a biomassa do
fungo e com o pH do meio.

O Ca foi 0 elemento com maiores concentra¢cdes no meio apds a realizagdo
do experimento (valores maximos na ordem de 15 mg L), fato associado a
elevada presenca do elemento na composicdo dos minerais comuns da rocha
(Tabela 1), sobretudo o anortoclasio e anortita (Figura 4), que sédo altamente
susceptiveis a alteracdo. Segundo a série de Goldich (Klein e Dutrow, 2012),
esses minerais se alteram facilmente nas condi¢bes de superficie, o que explica
os elevados teores na solucdo. Em granitos, fungos sdo capazes de alterar essas
estruturas minerais, devido a acdo bioquimica e biomecanica (Gleeson et al.,
2005; Smits, 2009) Entretanto, ndo se pode distinguir o efeito da autoclavagem, e
mesmo da possivel presenca de outros organismos nativos da rocha (tratamentos
com rocha sem autoclavagem), da atuacado direta dos fungos nessas estruturas
minerais, ja que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
controle sem a presenca dos fungos e com a presenca dos fungos. Para os trés
géneros testados, o Unico tratamento que se apresentou estatisticamente inferior
aos demais foi 0 meio puro sem a presenca dos fungos, corroborando o fato de
nao haver distincdo entre os tratamentos contendo rocha sem fungos e os
tratamentos contendo populacées fungicas.

O Ca é um elemento importante para os processos biogeoquimicos
resultantes das interacdes dos microrganismos com o solo. Ele tem maior
disponibilidade onde o pH é maior que 5,5 (Moreira; Siqueira, 2009). Embora no
nosso trabalho, Aspergillus tenha apresentado pH menor que 5,5, isso ndo parece
ter interferido na disponibilidade do elemento.

No teste do Coeficiente de Correlacdo de Pearson, quando na presenca de
Aspergillus, o Ca se correlacionou positivamente de forma significativa com o Fe,
Mg, Mn, Na, P e S, e ndo teve relacdo com a biomassa ou o pH. Na presenca de
Fusarium, o elemento teve correlagdo positiva e significativa com o Fe, Mg, Mn e
S e também néo se correlacionou com a biomassa e o pH. Para o Trichoderma, o
Ca se correlacionou positiva e significamente com o K, Mg, Mn e Na e, assim
como ocorreu nos outros dois fungos, ndo se correlacionou com a biomassa e o
pH. O Mg e o K apresentam teores de disponibilidade no meio parecidos com o
Ca (Moreira; Siqueira, 2009), portanto, era esperado encontrar correlacdes

positivas entre esses elementos para os trés microrganismos, 0 que aconteceu
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com o Mg. No entanto, o K s6 teve correlacdo positiva com o Ca na presenca do
Trichoderma.

O Fe, considerando a composi¢cdo mineral e quimica do granito (Tabela 1,
Figura 4), € elemento estrutural da biotita, principal mineral portador do elemento.
O elemento esta presente na forma de Fe?* nas laminas trioctaedrais do mineral
(Guggenheim et al., 2006) e pode ser rapidamente oxidado a medida que o
mineral se altera em condi¢cfes de superficie (Gilkes et al., 1972). De acordo com
a série de Goldich (Klein e Dutrow, 2012) e com o trabalho experimental de
Jackson (1968), o mineral se altera facilmente para outros filossilicatos (Dong et
al., 1998) a medida que o intemperismo progride, devido a reducao de carga na
camada, mecanismo diretamente envolvido com a oxidacdo do Fe?* para Fe3*
(Gilkes et al., 1972; Zavarzina et al., 2016).

O maior teor de Fe liberado apds o experimento foi observado para o
tratamento com Aspergillus + meio + p6 de rocha autoclavado, atingindo valores
superiores a 1 mg L. Entretanto, esse valor ndo se diferiu estatisticamente do
tratamento controle (fungo + p6 de rocha autoclavado). O tratamento Aspergillus +
meio + pdé de rocha ndo autoclavado apresentou teor de Fe de 0,672 mg Lt e
também ndo se diferiu estatisticamente do controle (meio + p6 de rocha néo
autoclavado), que apresentou teor de 0,091 mg L de Fe no meio. Para ambos
os tratamentos, os valores indicam que o préprio processo de autoclavagem e a
presenca de organismos nativos em conjunto com o Aspergillus, no meio de
cultura, apresenta a mesma eficiéncia na solubilizacdo do elemento.

Para o Fusarium, a mesma tendéncia foi observada, onde o tratamento
fungo + meio + p6 de rocha autoclavado apresentou teor de Fe de 0,305 mg L,
valor menor que o seu controle meio + p6 de rocha autoclavado (0,367 mg L %), o
que ndo representa diferenca estatistica significativa entre eles. O tratamento
fungo + meio + p6 de rocha néo autoclavado apresentou o valor de 0,474 mg L1
de teor de Fe, enquanto o seu controle (meio + p6é de rocha ndo autoclavado)
apresentou 0,091 mg L, ndo sendo diferentes estatisticamente. Entretanto, o
valor maximo liberado foi inferior ao Aspergillus, sugerindo maior eficiéncia na
dissolucéo da biotita e outros minerais portadores de Fe para este género. Em
relacdo ao Trichoderma, a auséncia de diferencas estatisticas entre os meios
contendo o fungo e a autoclavagem indicam a mesma tendéncia ja comentada.

Os tratamentos contendo o fungo solubilizaram valores quase trés vezes
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inferiores ao maior valor observado dentre todos os experimentos (Aspergillus +
meio + p6 de rocha autoclavado), podendo-se levantar as hipéteses de que existe
baixa eficiéncia deste género para solubilizar o elemento ou de que ele solubilize
e absorva os cations.

O Fe é um elemento que tem maior disponibilidades onde o pH é acido, o
que poderia ser prejudicial para o crescimento dos fungos que apresentam o meio
alcalino, como € o caso do Fusarium e do Trichoderma, no entanto, ndo ocorreu.
Mesmo o Fe apresentando correlagdo positiva e significativa com outros
elementos que apresentam o mesmo grau de disponibilidade (Moreira e Siqueira,
2009), como o Al para os trés géneros, e 0 Mn para Aspergillus e Fusarium, a
inibicdo no crescimento nao foi constatada. Era esperado que o Fe apresentasse
correlacao positiva e significativa com o Mn também na presenca do Trichoderma,
mas n&o ocorreu.

Nos granitos, o K é elemento estrutural importante em feldspatos e em
minerais do grupo da mica (incluindo a biotita), o que justifica o teor alto
observado na composicdo quimica da rocha, maior que Ca, Na e Fe, por exemplo
(Tabela 1). No material analisado, pode-se atribuir sua presenca ao anortoclasio e
a biotita, sendo nesta dUltima associada a entrecamada deste mineral
(Guggenheim et al., 2006). Os teores liberados no meio, entretanto, sdo bem
inferiores a outros elementos estruturais importantes, como Ca, Na e Si, oscilando
em valores proximos a 2,0 mg L. Este fato pode estar associado a maior
resisténcia ao intemperismo dos feldspatos que contém K estrutural, como o
anortoclasio, em comparacdo a série albita-anortita. Mesmo a biotita, cuja
alteracdo pode ser acelerada pela oxidacdo do Fe octaedral, € mais resistente a
alteracdo do que os minerais da série albita-anortita (Klein e Dutrow, 2012).

Com relacdo ao papel dos fungos na alteracdo dos minerais portadores de
K no meio, os resultados indicam, de modo geral, que qualquer processo
bioquimico induzido pelos fungos ndo pode ser distinguido da prépria alteracéo
resultante do contato com o meio de cultura. Essa ideia € corroborada pela
auséncia de diferencas estatisticas entre os tratamentos contendo fungos
(incluindo tratamentos com e sem autoclavagem) e os tratamentos controle.
Esses resultados sdo diferentes dos encontrados por Lian et al. (2008), que
observaram taxas elevadas de liberacdo de K em apds o contato de Aspergillus

fumigatus com po6 de folhelho rico em minerais portadores de K (feldspatos e ilita),
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em meio de cultura liquido. Neste experimento, alguns tratamentos chegaram a
liberar mais de 100 mg L* do elemento. Pinzari et al. (2022) também encontraram
evidéncias de extracdo de K de flogopita, muscovita e vermiculita potassica em
experimentos envolvendo minerais e espécies fungicas.

O K também é um elemento importante para os microrganismos do solo,
como por exemplo para o metabolismo e a divisdo celular. E um elemento que
tem maior disponibilidade em meios mais alcalinos (Moreira; Siqueira, 2009). Nos
testes de correlacdo, o K apresentou valores positivos e significativos com o Al,
guando na presenca de Aspergillus, e relacdo positiva significativa com o Ca, Mg,
Mn, Na e P, quando na presenca do Trichoderma. Nos dois casos, ndo era
esperado uma correlagéo positiva com o Al (Aspergillus) e Mn (Trichoderma), uma
vez que esses elementos tém maior disponibilidade em ambientes mais acidos
(Moreira; Siqueira, 2009). Com o Fusarium, a correlacao foi positiva e significativa
apenas com o pH, indicando que a medida que ocorre aumento do pH (mais
alcalino), h4 um aumento também no teor de K no meio. As poucas correlacdes
apresentadas com o K também se devem ao fato de que este elemento ter maior
resisténcia ao intemperismo dos feldspatos que o contém em sua forma
estrutural, como citado no paragrafo anterior.

O Mg, assim como o Fe, é majoritariamente encontrado na estrutura da
biotita, especificamente nos sitios trioctaedrais do mineral (Guggenheim et al.,
2006). Fungos podem acessar a estrutura de filossilicatos ricos em Mg,
especialmente de espécies trioctaedrais (Glowa et al., 2003; Pinzari et al., 2009;
Li et al., 2019). Os maximos valores liberados nos meios, ap6s o experimento,
oscilaram entre aproximadamente 0,5 e 1,0 mg L, sendo similares aos teores de
Fe (Figuras 6, 8 e 10). O tratamento que mais se destacou, em termos de valores
absolutos e estatisticamente, em comparagdo aos controles, foi o Aspergillus +
meio + p6 de rocha autoclavado. Nos demais conjuntos experimentais, 0s
tratamentos com fungos ndo se diferenciaram dos controles. No caso do
Fusarium, o tratamento contendo o fungo + rocha néo-autoclavada foi
estatisticamente igual ao tratamento com fungo + p6 autoclavado e em relacdo
aos controles, sem fungo, o que mostra que populagbes microbianas nativas do
préprio granito podem ter sido mais eficientes na liberacdo do elemento. Para

Trichoderma, os controles sem fungo apresentaram-se numericamente maiores e
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estatisticamente similares aos tratamentos contendo o fungo, indicando pouca
eficiéncia do género na alteracédo da biotita.

Nos testes de correlacdo de Pearson, o Mg apresentou relacdo positiva e
significativa com Mn, Na e S, na presenca de Aspergillus e Fusarium. Quando na
presenca de Trichoderma, a correlacdo foi positiva e significativa também com o
Mn, Na e S e foi negativa e significativa quando correlacionado ao P, indicando
que, quando um dos dois elementos aumenta no meio, o outro diminui, o que faz
sentido uma vez que o Mg tem maior disponibilidade em meios préximos a
neutralidade, enquanto que o P, tem disponibilidade maior (Moreira; Siqueira,
2009).

Com relacdo ao Mn, observou-se que os tratamentos que ndo continham
pé de rocha liberaram valores muito pequenos, quase nulos, indicando que
praticamente todo o elemento observado nos tratamentos contendo o pé, advém
de minerais da propria rocha. Os baixos teores liberados sugerem que este
elemento deve estar presente em minerais acessorios que néo foram identificados
pelo DRX (Figura 4). Para os tratamentos contendo fungos e p6 de rocha, ndo
houve diferenca significativa no tempo dos experimentos, entre a atuacao dos
fungos e a liberagcédo causada pelo contato com o meio de cultura, indicando que a
solubilizacdo é pouco afetada pela presenca dos fungos e até mesmo pelo
processo de autoclavagem ou ainda que o elemento pode ter sido tdéxico para 0s
microrganismaos.

O Mn, nos testes de correlacdo de Pearson, apresentou correlacdo positiva
e significativa com o Na, P e S, quando na presenca de Aspergillus, com o S
quando na presenca de Fusarium e com o Na quando na presenca de
Trichoderma. Este elemento também €& importante para a nutricdo dos
microrganismos, no entanto, a presenca de elevado teor de Mn, pode levar a
toxicidade do meio, afetando o seu crescimento, embora isso ndo tenha sido
constatado no nosso trabalho.

O Na é um elemento estrutural importante no granito estudado (Tabela 1),
estando presente nos minerais da série anortita-albita (Klein e Dutrow, 2012).
Entretanto, mesmo que a albita ndo tenha sido identificada no DRX é muito
comum que o elemento substitua parte do Ca nos sitios dodecaédricos dos
plagioclasios célcicos identificados na rocha (anortita e anortoclasio), o que

explica sua abundancia relativa no material (Tabela 1). O biointemperismo de
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granitos € capaz de liberar os elementos estruturais dos plagioclasios, como o Na
(Gleeson et al., 2005). Nas condicbes experimentais estudadas, este elemento foi
liberado em teores relativamente altos, proximos ao Si, com concentracfes
maximas préoximas a 6-7 mg L. Numericamente, em todos 0s conjuntos
experimentais, os maiores teores liberados foram observados para o tratamento
meio puro + po de rocha. Entretanto, os valores associados a este tratamento nao
diferiram estatisticamente dos tratamentos contendo fungos. Essa pequena
diferenga numérica entre o tratamento sem fugo e com fungos sugere que parte
do elemento pode estar sendo absorvido pelas células fungicas ou que parte do
Na esteja se precipitando como algum mineral ou substancia amorfa no meio
contendo fungos, uma vez que exsudatos liberados por microrganismos podem
induzir a precipitacdo de minerais (Fiore et al., 2011).

Bioquimicamente, o Na pode estar associado a divisdo celular e nutricdo
dos microrganismos (Moreira, Siqueira, 2009). Nos testes de correlacdo, o Na
apresentou correlacdo positiva e significativa com o S, quando na presenca de
Aspergillus, e com o P quando na presenca de Fusarium. Diferentemente dos
outros dois fungos, quando na presenca de Trichoderma, o Na apresentou
correlacdo negativa e significativa com o P.

O P é um elemento comum na apatita, mineral primario encontrado no
granito estudado (Figura 4). O biointemperismo de apatita induzido pela acao de
fungos é reportado em condicdes experimentais similares a usada neste trabalho,
inclusive devido a acéo de Aspergillus niger (Mendes et al., 2020). Nas condi¢6es
estudadas do presente trabalho, os valores maximos de P em solucdo foram
superiores a 0,200 mg L, no tratamento Aspergillus + meio + pé de rocha néo-
autoclavado. O comportamento variou bastante entre os fungos estudados, mas
estatisticamente nao houve diferenga dos tratamentos com fungos em relagéo aos
controles sem microrganismos. Para Aspergillus, a Unica diferenca observada foi
entre o tratamento com meio + pé de rocha nao-autoclavado e o ja referido
tratamento com Aspergillus + meio + pdé de rocha autoclavado, ndo havendo
diferencas estatisticas entre os demais. Para Fusarium, a mesma tendéncia entre
tratamentos descrita para o Aspergillus foi observada.

Ja para os tratamentos com Trichoderma, a liberacdo pelos tratamentos
contendo o fungo foram numericamente menores do que 0s controles (sem

fungo), sendo o tratamento Trichoderma + meio + p6 de rocha ndo-autoclavado
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estatisticamente similar ao tratamento meio + p6 de rocha de rocha autoclavado.
Esse resultado sugere que o Trichoderma, em comparacdo ao Aspergillus e
Fusarium foi pouco eficiente na alteragcdo da apatita. A auséncia de relagéo
significativa entre a biomassa de Trichoderma e o teor de P no meio (Tabela 6)
sugere que os baixos teores do elemento observados nos tratamentos contendo o
fungo nado foram controlados pela absorcédo dos microrganismos.

O P é um nutriente indispensavel no ambiente e o pH do solo pode ser um
fator limitante & Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), tanto se for abaixo do
desejavel quanto acima, e a acidez estd diretamente relacionada a aspectos
nutricionais indesejaveis, como por exemplo, o menor teor de P, que apresenta
maior disponibilidade proximo a neutralidade. Nos testes de correlacdo, P
apresentou correlacdo positiva e significativa com o Ca, o Fe e o0 Mn, quando na
presenca de Aspergillus, o que faz sentido uma vez que estes dois possuem
maior disponibilidade quando em pH abaixo de 5,0, enquanto que com o Si, a
correlacao foi negativa e significativa.

A correlacdo de Pearson foi positiva e significativa entre a variavel
biomassa e o P, o que indica que, quanto maior o teor de P no meio, maior é a
biomassa do fungo, o que pode estar acontecendo em decorréncia do ataque do
microrganismo ao p6 de rocha. A correlacdo também foi positiva e significativa
com o Fe e 0 Na, o que nédo faz sentido devido ao fato de que o Fe tem maior
disponibilidade quando o pH € menor e o0 meio com a presenca do Fusarium foi
mais alcalino.

Para o Trichoderma, o P s6 se correlacionou negativamente de forma
significativa com os outros elementos (Si, K, Mg e Na), indicando que quando ha

aumento do teor de P no meio, esses outros elementos diminuem e vice-versa.

Nas figuras 6, 8 e 10, os graficos mostram a relagdo dos microrganismos
com o Enxofre (S). No meio de cultura puro, hd uma pequena quantidade de S
solavel. Com a adicdo do p6 de rocha autoclavado e ndo-autoclavado, o teor
aumenta, sobretudo nos meios contendo rocha néo autoclavada.

Em relacdo ao S, os tratamentos controles (meio + fungo) dos trés géneros
aumentaram e foram muito parecidos com o controle meio puro. Em relacdo aos
tratamentos com o pd de rocha ndo-autoclavado, para Aspergillus, Fusarium e
Trichoderma, houve uma pequena diminuicdo em relacdo ao tratamento meio +

po de rocha ndo-autoclavado, o que quer dizer que houve uma solubilizacdo
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praticamente nula, o que é condizente com a mineralogia da rocha (que nao tem
minerais portadores de S). Sendo assim, € bastante provavel que, mesmo nos
tratamentos autoclavados para Aspergillus e Fusarium, a pequena quantidade de
S dissolvida no meio seja derivada de metabolitos produzidos pelos fungos.

O S é outro elemento importante para o desenvolvimento dos
microrganismos. No entanto, em maiores quantidades, pode ser toxico. Este
elemento apresenta maior disponibilidade quando proximo a neutralidade. Na
presenca de Aspergillus (que apresentou o meio mais acido), o S apresentou
correlacdo positiva e significativa com o Al, Ca, Fe, Mg, Mn e Na, o que faz
sentido pelo fato de que parte desses elementos levam a acidificacdo do meio.
Para o Fusarium, a correlacdo positiva e significativa foi observada na com o Al,
Ca, Mg e Mn e para o Trichoderma, apenas com o Mn, 0 que nao era esperado

para esses dois microrganismos pois eles apresentaram os meios alcalinos.
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7. RESUMOS E CONCLUSOES

De forma geral, Aspergillus e Trichoderma apresentam maior eficiéncia na
liberacdo de elementos do que o Trichoderma, como aconteceu para o Al, Fe, Mg
e P. Para o Ca, Na e Si, sugere-se que ndo ha distincdo do efeito dos fungos em
relacdo a acdo provocada pela acdo do meio e de possiveis organismos nativos
presentes na rocha. O K também néo apresentou diferenca entre os tratamentos,
embora fosse esperado que o elemento sofresse acao do Aspergillus. Por fim, Mn
e S apresentaram teores baixos de solubilizacdo, ndo apresentando diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos e estando em conformidade com a
mineralogia da rocha. Pode-se inferir ainda que, para os trés géneros citados e as
condi¢des experimentais testadas, € necessario um tempo maior de contato entre
0 p6 de rocha e as colonias fungicas, para que uma possivel distingdo entre
processos inorganicos induzidos pelo contato dos minerais com o meio de cultura

e a acao bioquimica/biomecénica dos fungos seja verificada.
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APENDICE A. Tabela com os valores médios (em mg L) para os diferentes

tratamentos na presenca de Aspergillus.

Aspergillus
Al
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,156° 0,035 55,743 <0,001**
P6 de rocha autoclavado 0,622° 0,101
P6 de rocha nao-autoclavado 0,170° 0,026
Aspergillus + Meio 0,077¢ 0,044
Aspergillus + Meio + P6 de rocha autoclavado 1,4578 0,092
Aspergillus + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado  0,929° 0,097
Ca
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,552° 0,114 39’154929 0,002*
P6 de rocha autoclavado 10,024 0,680
P4 de rocha ndo-autoclavado 12,089® 1,481
Aspergillus + Meio 0,528" 0,139
Aspergillus + Meio + P6 de rocha autoclavado 15,5472 0,825
Aspergillus + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado  12,429% 1,727
Fe
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,082° 0,005 70,389  <0,001**
P6 de rocha autoclavado 0,367% 0,055
P6 de rocha ndo-autoclavado 0,091% 0,004
Aspergillus + Meio 0,071° 0,003
Aspergillus + Meio + P6 de rocha autoclavado 1,0542 0,095
Aspergillus + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado  0,672% 0,020
K
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,131 0,225 4’593415 0,097
P6 de rocha autoclavado 1,572 0,101
P6 de rocha ndo-autoclavado 1,432 0,058
Aspergillus + Meio 1,085 0,176
Aspergillus + Meio + P06 de rocha autoclavado 1,684 0,067
Aspergillus + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 1,637 0,030

... Continuacao...
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Aspergillus
Mg
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,014 0,014 41,774  <0,001**
P6 de rocha autoclavado 0,466 0,072
Pé de rocha nao-autoclavado 0,515 0,059
Aspergillus + Meio 0,018¢ 0,018
Aspergillus + Meio + P0 de rocha autoclavado 0,957¢ 0,052
Aspergillus + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 0,731% 0,093
Mn
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,001° 0,000 25931 <0,001**
P6 de rocha autoclavado 0,058* 0,014
Pé de rocha nao-autoclavado 0,055® 0,014
Aspergillus + Meio 0,001° 0,000
Aspergillus + Meio + Po de rocha autoclavado 0,1382 0,007
Aspergillus + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 0,104% 0,015
Na
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,873* 0,808 10,795 <0,001**
P6 de rocha autoclavado 4,701% 0,197
P06 de rocha ndo-autoclavado 6,419° 0,654
Aspergillus + Meio 3,882° 0,152
Aspergillus + Meio + P6 de rocha autoclavado 4,463* 0,165
Aspergillus + Meio + P0 de rocha ndo-autoclavado 4,836% 0,248
P
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,058* 0,022 6,273 0,008*
P6 de rocha autoclavado 0,098® 0,023
P6 de rocha ndo-autoclavado 0,018 0,012
Aspergillus + Meio 0,026® 0,011
Aspergillus + Meio + P6 de rocha autoclavado 0,239 0,052
Aspergillus + Meio + P06 de rocha ndo-autoclavado  0,275®* 0,083

... Continuagéo...
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Aspergillus
S
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,145°P 0,061 3,866 0,019*
P6 de rocha autoclavado 0,231% 0,011
Pé de rocha nao-autoclavado 0,309? 0,029
Aspergillus + Meio 0,159®° 0,006
Aspergillus + Meio + P0 de rocha autoclavado 0,239% 0,018
Aspergillus + Meio + P de rocha ndo-autoclavado 0,248% 0,029
Si
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,617° 0,195 7,459 <0,001**
P6 de rocha autoclavado 3,021 0,144
Pé de rocha néo-autoclavado 6,438° 1,054
Aspergillus + Meio 4,228® 0,377
Aspergillus + Meio + Po de rocha autoclavado 3,839% 0,896
Aspergillus + Meio + P de rocha ndo-autoclavado 2,706° 0,372

* indicam os valores significativos de p.
** indicam os valores altamente significativos de p.

a,ab, b, be, ¢, d jndicam os valores significativos entre os tratamentos.
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APENDICE B. Tabela com os valores médios (em mg/L™t) para os diferentes

tratamentos na presencga de Fusarium.

Fusarium
Al
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,156 0,035 7,123 0,011*
P4 de rocha autoclavado 0,622 0,101
P4 de rocha ndo-autoclavado 0,170 0,026
Fusarium + Meio 0,178 0,034
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 0,421 0,113
Fusarium + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado 0,480 0,082
Ca
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,552° 0,114 25086 0,003*
P6 de rocha autoclavado 10,024® 0,680
P4 de rocha ndo-autoclavado 12,089% 1,481
Fusarium + Meio 1,450% 0,328
Fusarium + Meio + P06 de rocha autoclavado 13,280? 0,859
Fusarium + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado 14,6942 2,353
Fe
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,082° 0,005 13,743 0,002*
P6 de rocha autoclavado 0,367% 0,055
P6 de rocha ndo-autoclavado 0,0912 0,004
Fusarium + Meio 0,111% 0,018
Fusarium + Meio + P4 de rocha autoclavado 0,305% 0,048
Fusarium + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado 0,4742 0,073
K
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,1312 0,225 10,234 0,004*
P6 de rocha autoclavado 1,5728 0,101
P4 de rocha ndo-autoclavado 1,4322 0,058
Fusarium + Meio 0,782° 0,140
Fusarium + Meio + P4 de rocha autoclavado 1,873 0,069
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 1,9622 0,205

... Continuagao...
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Fusarium
Mg
Tratamentos Média  Erro F p
Meio Puro 0,014> 0,014 19,756 <0,001**
P4 de rocha autoclavado 0,466 0,072
Pé de rocha nao-autoclavado 0,515 0,059
Fusarium + Meio 0,087° 0,030
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 0,514* 0,073
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado  0,6792 0,079
Mn
Tratamentos Média  Erro F p
Meio Puro 0,001° 0,000 12,772021 0,003*
P4 de rocha autoclavado 0,058* 0,014
Pé de rocha nao-autoclavado 0,055 0,014
Fusarium + Meio 0,001 0,000
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 0,066 0,010
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado  0,094¢ 0,012
Na
Tratamentos Média  Erro F p
Meio Puro 1,873 0,808 10,745 0,005*
P6 de rocha autoclavado 4,701*® 0,197
P4 de rocha ndo-autoclavado 6,419* 0,654
Fusarium + Meio 4,635 0,221
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 5,057% 0,235
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado  5,3122¢ 0,251
P
Tratamentos Média  Erro F p
Meio Puro 0,058 0,022 2,723 0,031*
P6 de rocha autoclavado 0,098* 0,023
P de rocha ndo-autoclavado 0,018® 0,012
Fusarium + Meio 0,127° 0,032
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 0,037 0,017
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado  0,163* 0,058

... Continuagéo...
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Fusarium
S
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,145°P 0,061 3,758 0,036*
P6 de rocha autoclavado 0,231 0,011
Pé de rocha nao-autoclavado 0,309? 0,029
Fusarium + Meio 0,174 0,017
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 0,246 0,015
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 0,228% 0,013
Si
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,617° 0,195 1,352 <0,001**
P6 de rocha autoclavado 3,021> 0,144
Pé de rocha nao-autoclavado 6,438° 1,054
Fusarium + Meio 3,226 0,533
Fusarium + Meio + P6 de rocha autoclavado 3,343° 0,626
Fusarium + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 2,783° 0,324

* indicam os valores significativos de p.

** indicam os valores altamente significativos de p.
a,b, abjndicam os valores significativos entre os tratamentos.
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APENDICE C: Diferentes testes Anova (Dunnett, Dunn’s e Tukey), para o
elemento Mn em relacdo aos diferentes tratamentos quando na presenca de

Trichoderma.

One Way Analysis of Variance sepumda-feira, 13 de junho de 2022 20:24:43
Data source: Data 1 in Notebook1

Dependant Varisble: Mn

Normality Test (Shapiro Wilk): Passed (P=0,251)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Failed (P <0,050)

Test execution ended by user request, AMOWVA on Fanks bepum
Eroskal Wallis One Way Analysis of Variance on Banks  sepunda-feira, 13 de junho de 2022 20:24:43

Data source: Data 1 in Notebook 1

Gromp N Missing  Median 2584 750
L0004 0 0,001000 0001000 0001000
2000 4 0 0,0535 0,0338 0,0850
000 4 0 0,0555 0,0292 0,0795
4000 4 0 0001000 0001000 0001000
5000 4 0 0,0540 0,0348 0,0755
6000 4 0 0,0325 000225 00755

H= 14,801 with 5 desress of freedom. (P= 0,011}

The differences in the median valwes among the restment groups are gpreater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (F=0,011)

To isolate the group or groups that differ from the others wse a nmitiple comparison procedure.

Multiple Compansons versus Control Group (Dunnett's Method)

Comparisen  Diff of Ranks q" P P=, 050

2vsl 42,000 2450 0,059 Mo
S5wsl 48,000 2400 0,067 Do Mot Test
3wsl 47,500 2375 0,071 Do Mot Test
Gvsl 35,500 1,775 0,263  Dwo Mot Test
4vsl 0,000 0,000 1,000 Do Mot Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not inclnde an adjustment for tes.



One Way Analysis of Variance sepunda-feira, 13 de junho de 2022 20:22:41
Data source: Data 1 in Notebook]

Dependant Varisble: Mn

Normality Test (Shapiro Wilk): Passed (P=0251)

Equal Variance Test (BrownForsythe): Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks bepum
Ermskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranls  sepumda-feira, 13 de junho de 2022 20:22:41

Data source: Data 1 in Notebook 1

Gromp N Missing  Median 2584 TS
L0004 0 0,001000 0001000 0001000
2,000 4 0 0,0535 0,0338 0,0250
00 4 0 10,0555 0,0292 0,0795
4000 4 0 0001000 0001000 0001000
5000 4 0 0,0540 0,0348 0,0753
6000 4 0 0,0325 000225 00755

H= 14,201 with 5 degrees of freedom. (P = 0,011}

The differences in the median valwes among the restment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (F=10,011)

Tao isolate the group or zroups that differ from the others wse a3 nmltiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunn's Method) -

Comparisen  Diff of Ranks Q P P<0,050
Iusd 12,250 2450 07214 Ho
sl 12,250 2450 0214 Do Mot Test
2us6 3,375 0,675 1,000 Do Mot Test
2vs3 0,375 00750 1,000 Do Mot Test
25 0,250 00500 1,000 Do Mot Test
Svsd 12,000 2400 0246 Do Mot Test
Swsl 12,000 2400 0246 Do Mot Test
Svs6 3,125 0,625 1,000 Do Mot Test
Svs3 0,125 00250 1,000 Do Mot Test
ERuE 11,875 2375 0263 Do MNot Test
3usl 11,875 2375 0263 Do Mot Test
ERTT ] 3,000 0,600 1,000 Do Mot Test
Givs4 8,875 1,775  L,000 Do Mot Test
6isl 8,875 1,775 1,000 Do Mot Test
lvs4 0,000 0,000 1,000 Do Mot Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not inclnde an adjustment for tes.
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One Way Analysis of Variance sepumda-feira, 13 de junho de 2022 20:23:30
Data source: Data 1 in Notebook]

Dependant Varisble: Mn

Normality Test (Shapiro Wilk): Passed (P=0251)

Equal Variance Test (BrownForsythe): Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks bepum
Ermskal- Wallis One Way Analysis of Variance on Ranls  sepumda-feira, 13 de junho de 2022 20:23:30

Data source: Data 1 in Notebook 1

Gromp N Missing  Median 2584 TS
L0004 0 0,001000 0001000 0001000
2,000 4 0 0,0535 0,0338 0,0250
00 4 0 10,0555 0,0292 0,0795
4000 4 0 0001000 0001000 0001000
5000 4 0 0,0540 0,0348 0,0753
6000 4 0 0,0325 000225 00755

H= 14,201 with 5 degrees of freedom. (P = 0,011}

The differences in the median valwes among the restment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (F=10,011)

Tao isolate the group or zroups that differ from the others wse a3 nmltiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisen  Diff of Ranks q P P 050

2w d 42 000 3,465 0,139 HNo
2wl 40 000 3,445 0,139 Do Mot Test
2w b 13,500 0,955 0,985 Do Mot Test
2wl 1,500 0,106 100} Do Mot Test
2w 5 1,000 00707 1000 Do Mot Test
S5vs 4 48,000 3,394 0,156 Do Mot Test
Swvsl 48,000 3,394 0,156 Do Mot Test
5w b 12,500 0,884 0,989 Do Mot Test
5wl 0,500 0,0354 1,000 Do Mot Test
ERLE 47,500 3,359 0,165 Do Mot Test
3wl 47,500 3,359 0,165 Do Mot Test
3w b 12,000 0,549 0,991 Do Mot Test
Gvs 4 35,500 2,510 0,482 Do Mot Test
Gvsl 35,500 2,510 0,482 Do Mot Test
1wvs4 0,000 0,000 1,000 Do Mot Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not inclnde an adjustment for tes.
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APENDICE D. Tabela com os valores médios (em mg/L™?) para os diferentes
tratamentos na presencga de Trichoderma.

Trichoderma

Al
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,156 0,035 39951 0,098
P6 de rocha autoclavado 0,622 0,101
P06 de rocha ndo-autoclavado 0,170 0,026
Trichoderma + Meio 0,145 0,017
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 0,334 0,132

Trichoderma + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado 0,131 0,010

Ca
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,552° 0,114 28699 0,004*
P6 de rocha autoclavado 10,024%® 0,680
P6 de rocha ndo-autoclavado 12,089° 1,481
Trichoderma + Meio 0,939 0,192
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 9,769 0,885

Trichoderma + Meio + P4 de rocha ndo-autoclavado 10,047 1,397

Fe
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,082° 0,005 4137 0,003*
P4 de rocha autoclavado 0,3672 0,055
P6 de rocha ndo-autoclavado 0,0918b 0,004
Trichoderma + Meio 0,085 0,000
Trichoderma + Meio + P de rocha autoclavado 0,2422 0,127
Trichoderma + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado g 0932 0,003
K
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,131* 0,225 4246  0,016*
P64 de rocha autoclavado 1,572%® 0,101
P4 de rocha ndo-autoclavado 1,432% 0,058
Trichoderma + Meio 1,064° 0,196
Trichoderma + Meio + P4 de rocha autoclavado 1,689% 0,046

Trichoderma + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 1,721 0,141

... Continuagao...
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Trichoderma

Mg
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,014> 0,014 25,897  0,005*
P de rocha autoclavado 0,466%* 0,072
Pé de rocha nao-autoclavado 0,515* 0,059
Trichoderma + Meio 0,073* 0,005
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 0,412% 0,042
Trichoderma + Meio + P06 de rocha ndo-autoclavado  0,453® 0,020
Mn
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,001 0,000 4,710 0,011*
Po de rocha autoclavado 0,058 0,014
Pé de rocha nao-autoclavado 0,055 0,014
Trichoderma + Meio 0,001 0,000
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 0,055 0,011
Trichoderma + Meio + P06 de rocha ndo-autoclavado 0,037 0,020
Na
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,873* 0,808 12,277  0,001**
Po de rocha autoclavado 4,701* 0,197
Pé de rocha ndo-autoclavado 6,419¢ 0,654
Trichoderma + Meio 3,987 0,148
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 5,238% 0,118
Trichoderma + Meio + P06 de rocha ndo-autoclavado 54232 0,215
P
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,058 0,022 2,333 0,030*
P6 de rocha autoclavado 0,098 0,023
P6 de rocha ndo-autoclavado 0,018 0,012
Trichoderma + Meio 0,104 0,028
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 0,041 0,024
Trichoderma + Meio + P6 de rocha ndo-autoclavado 0,021 0,005

... Continuagao...
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Trichoderma

S
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 0,145? 0,051 3,645 0,031*
P6 de rocha autoclavado 0,231%® 0,011
Pé de rocha nao-autoclavado 0,309? 0,029
Trichoderma + Meio 0,180° 0,017
Trichoderma + Meio + P4 de rocha autoclavado 0,211 0,012
Trichoderma + Meio + P06 de rocha ndo-autoclavado 0,234 0,011
Si
Tratamentos Média Erro F p
Meio Puro 1,617° 0,195 4,242 0,011*
P6 de rocha autoclavado 3,021% 0,144
Pé de rocha nao-autoclavado 6,438% 1,054
Trichoderma + Meio 3,299 0,462
Trichoderma + Meio + P0 de rocha autoclavado 6,8692 1,951
Trichoderma + Meio + P06 de rocha ndo-autoclavado 6,197 1,309

* indicam os valores significativos de p.

** indicam os valores altamente significativos de p.
a,b, abjndicam os valores significativos entre os tratamentos.



