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RESUMO

Altos niveis de cobre (Cu) em solos agricolas, resultantes do uso intensivo de insumos,
impactam negativamente o crescimento e a fisiologia das culturas. Este estudo investigou
a influéncia individual de Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis sobre o crescimento,
tolerancia, potencial de fitorremediagdo e concentracdo de metabdlitos de Canavalia
ensiformis em solo com excesso de cobre. O experimento foi implantado em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x3, sendo 5 doses de Cu (0,
50, 150, 250 e 350 mg kg™! de solo), cada dose com 5 repeti¢des/vasos e 3 tratamentos de
microrganismos (7. harzianum, B. subtilis e sem inoculacdo), totalizando 75 unidades
experimentais. Os resultados mostraram que o aumento das doses de Cu reduziu o
crescimento, a biomassa, a atividade nodular e o desempenho fisiolégico de C. ensiformis,
além de alterar os teores de proteinas, aminoacidos, ureideos, &cido alantdico, alantoina
e compostos fendlicos na parte aérea e raizes. No entanto, a inoculagdo com
microrganismos mitigou esses efeitos por mecanismos distintos. B. subtilis apresentou
maior eficiéncia em doses mais baixas de Cu. Nessas condi¢des, houve aumento no
comprimento da parte aérea (63,88 cm a 0 mg kg™! de Cu vs. 51,42 cm sem inoculagéo),
elevou a taxa fotossintética (92,78 vs. 75,70 umol m2 s') e melhorou a condutancia
estomética. Além disso, contribuiu parcialmente para preservar o metabolismo
nitrogenado, promovendo incrementos nos teores de aminoacidos na parte aérea e
mantendo niveis de proteinas nos nddulos, embora seu efeito mitigador tenha sido mais
limitado sob doses elevadas do metal. Por outro lado, T. harzianum demonstrou maior
eficacia em concentragcdes mais altas de Cu. O microrganismo promoveu aumento na
biomassa seca da parte aérea sob estresse (6,10 g vs. 3,44 g a 250 mg kg de Cu) e
favoreceu maior acumulo de Cu em raizes e parte aérea (0,40 mg vs. 0,12 mg a 350 mg
kg ! de Cu). Também manteve maior nimero de nodulos ativos e intensificou o acimulo
e transporte de ureideos para a parte aérea, indicando melhor desempenho da fixacdo de
nitrogénio. Além disso, T. harzianum aprimorou a eficiéncia no uso da agua, contribuindo
para maior tolerancia ao estresse. Apesar da redugdo geral da biomassa em doses elevadas
de Cu, ambos os microrganismos atenuaram a toxicidade por vias distintas. B. subtilis foi
mais efetivo em condicdes de menor contaminagdo, principalmente por melhorar
processos fisiolégicos e preservar parcialmente o metabolismo nitrogenado. T
harzianum, por sua vez, destacou-se sob maior estresse, mantendo a funcionalidade
simbiotica, estimulando rotas ligadas ao transporte de nitrogénio e aumentando a
tolerancia e o acimulo de Cu. Assim, C. ensiformis apresenta tolerancia ao Cu até
aproximadamente 250 mg kg™', e o uso direcionado desses microrganismos pode ser uma
estratégia promissora para mitigar a toxicidade do metal e intensificar o potencial de
fitorremediacdo em solos contaminados por metais pesados.

Palavras-chave: contaminacdo do solo; estresse metalico; microrganismos promotores
de crescimento; transporte de nitrogénio.



ABSTRACT

High levels of copper (Cu) in agricultural soils, resulting from intensive input use,
negatively affect crop growth and physiology. This study investigated the individual
influence of Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis on the growth, tolerance,
phytoremediation potential, and metabolite concentrations of Canavalia ensiformis
grown in Cu-contaminated soil. The experiment was conducted in a completely
randomized design in a 5x3 factorial scheme, consisting of five Cu doses (0, 50, 150, 250,
and 350 mg kg! of soil), each with five replicates/pots, and three microbial treatments
(T. harzianum, B. subtilis, and non-inoculated control), totaling 75 experimental units.
The results showed that increasing Cu doses reduced growth, biomass, nodular activity,
and physiological performance of C. ensiformis, and altered the levels of proteins, amino
acids, ureides, allantoin, allantoic acid, and phenolic compounds in both shoots and roots.
However, microbial inoculation mitigated these effects through distinct mechanisms. B.
subtilis exhibited greater efficiency at lower Cu doses. Under these conditions, it
increased shoot length (63.88 cm at 0 mg kg™! Cu vs. 51.42 c¢cm in the non-inoculated
control), enhanced photosynthetic rate (92.78 vs. 75.70 umol m™2 s™'), and improved
stomatal conductance. It also partially preserved nitrogen metabolism by increasing
amino acid levels in the shoots and maintaining protein concentrations in nodules,
although its mitigating effect was more limited under higher Cu concentrations. In
contrast, T. harzianum was more effective at higher Cu doses. The microorganism
increased shoot dry biomass under stress (6.10 g vs. 3.44 g at 250 mg kg! Cu) and
promoted greater Cu accumulation in both roots and shoots (0.40 mg vs. 0.12 mg at 350
mg kg™' Cu). It also maintained a higher number of active nodules and enhanced the
accumulation and transport of ureides to the shoots, indicating improved nitrogen fixation
performance. Additionally, T. harzianum improved water-use efficiency, contributing to
greater stress tolerance. Despite the general reduction in biomass at elevated Cu levels,
both microorganisms alleviated toxicity through distinct pathways. B. subtilis was more
effective under lower contamination, mainly by improving physiological processes and
partially preserving nitrogen metabolism, whereas T. harzianum performed better under
more severe stress by maintaining symbiotic functionality, stimulating nitrogen-transport
pathways, and increasing Cu tolerance and accumulation. Thus, C. ensiformis shows
tolerance to Cu up to approximately 250 mg kg, and the targeted use of these
microorganisms may represent a promising strategy to mitigate metal toxicity and
enhance the phytoremediation potential of plants grown in heavy metal-contaminated
soils.

Keywords: soil contamination; metal stress; plant growth-promoting microorganisms;
nitrogen transport.
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1 INTRODUCAO GERAL

A alta demanda por fertilizantes utilizados nos plantios ¢ resultado do crescimento
populacional, sendo as aplicagdes de fertilizantes uma atividade rotineira na producao
agricola como uma tentativa de promover o crescimento das culturas para aumentar a
produtividade (Rossi et al., 2023). A necessidade de fertilizantes no campo resulta no
acimulo desses insumos nos solos e na agua, causando um aumento na concentracao de
metais pesados e consequentemente problemas a saide humana e animal (Angon, ef al.,

2024).

Nos ultimos anos, o interesse no uso de microrganismos em praticas agricolas
aumentou significativamente. Os microrganismos sdo potenciais substitutos de produtos
quimicos para promog¢do do crescimento das plantas e controle bioldgico de pragas e
doengas de plantas, entre outras aplicagdes que potencialmente favorecem a redugdo de
custos e a preservacdo do meio ambiente (Chagas Junior et al., 2021; Andrade et al.,

2023).

Os microrganismos podem conferir prote¢do as plantas, seja pela presenca em
plantas hospedeiras ou pela aplicacdo como agentes de biocontrole, o que pode resultar
na eliminacdo de pragas agricolas (Rezaee et al., 2025). Esses microrganismos,
conhecidos como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPPC),
proporcionam diversos beneficios as plantas, como aumento nas taxas de germinagao de
sementes, crescimento de raizes, nimero de graos, crescimento foliar, area foliar, teor de
nutrientes, tolerancia a seca e atrasos na senescéncia foliar e, além disso, também podem
servir como biocontrole de doencas por meio de acdo direta contra um patdgeno e acao

indireta que torna uma planta mais tolerante (Lima et al., 2019; Ehinmitan et al., 2024).

Entre esses microrganismos, destacamos o Trichoderma harzianum e Bacillus
subtilis. O T. harzianum contribui para melhorar a capacidade das plantas de extrair ions
metalicos do solo, ao estimular o desenvolvimento do sistema radicular (Woo et al.,
2023). Esse aumento na densidade de raizes € atribuido a regulacdo da sintese de
fitohormonios tanto pelos fungos quanto pelas proprias plantas hospedeiras (Wang et at.,
2024). J& o B. subtilis promove diversos beneficios nas plantas relacionados a promogao
de crescimento, tais como, resisténcia a condi¢des de estresse bidtico e abiodtico, protecao

vegetal, além de apresentarem amplo potencial biotecnologico, € a0 mesmo tempo
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mostrando ser uma alternativa para um cultivo com menor uso de insumos agricolas (Patel

etal., 2023).

Uma das formas de enriquecer a retirada de metais pesados utilizando plantas
leguminosas, ¢ condicionar o meio para melhorar o desenvolvimento das mesmas, sendo
assim a utilizagdo de fungos e bactérias promotoras de crescimento vegetal, como o 7.
harzianum e B. subtilis, um incremento no potencial fitorremediador nestas condi¢des
(Santoyo et al., 2024). A promogao do crescimento estd intimamente ligada a interagao
entre as plantas, fungos e bactérias, que pode incluir a produgao de fitohormonios,
reducdo da disponibilidade de espécies quimicas toxicas, o controle de pragas e doencas,
a interagdo com microrganismos benéficos, como os fungos micorrizicos arbusculares, e

a solubilizacao de nutrientes (Fasusi et al., 2023).

O cobre desempenha um papel essencial para as plantas, contribuindo para o
metabolismo de carboidratos, nitrogénio, além da sintese de lignina e clorofila (Wen et
al., 2024). A utilizacao da calda bordalesa (mistura Bordo) na viticultura brasileira, por
exemplo, tem levado a aumentos significativos no teor de Cu nos solos agricolas (Ferreira
et al., 2024). Embora seja um micronutriente essencial, o cobre em excesso no solo pode
se tornar toxico as plantas, comprometendo seu crescimento € o funcionamento
fisiologico. Essa toxicidade estd frequentemente associada ao estresse oxidativo, uma vez
que altas concentra¢des do metal estimulam a produgdo de espécies reativas de oxigénio

(Taiz & Zeiger, 2015; Xu et al., 2024).

A fitorremediagdo juntamente com a presenga de microrganismos ¢ uma
alternativa viavel para abordar essas questoes. Esta técnica envolve o uso de plantas para
remover ou reduzir contaminantes no solo, como o cobre, com impacto ambiental minimo
ou praticamente nulo e custo financeiro reduzido (Angon et al., 2024). As plantas sdo
naturalmente receptivas a nutrientes e, consequentemente, a metais pesados, tornando a

fitorremediacao uma abordagem eficaz e atraente no contexto atual (Acharya et al., 2025).

Neste cendrio, as plantas produtoras de biomassa sdo extremamente vantajosas
quando se considera a fitorremedia¢do de metais toxicos, pois mesmo que estas plantas
nao acumulem altos niveis de determinados metais em seus o0rgaos, sua grande producao
de biomassa proporciona-lhes maior eficdcia na extracdo de metais (Arantza et al., 2022).
Dentro deste grupo de plantas, podemos considerar plantas de cobertura como Canavalia

ensiformis, Calopogonium mucunoides, Stizolobium aterrimum, Canavalia gladiata,
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Crotalaria junceae, Dolichos lablab, Pennisetum purpureum, Megathyrsus maximus,

Panicum maximum e Sorghum bicolor (forragem ou biomassa) (Souza et al., 2018).

Entre as leguminosas de cobertura mais utilizadas, destaca-se a Canavalia
ensiformis (L.) DC. (Fabaceae). O potencial dessa espécie para adubagao verde tem sido
amplamente reconhecido em diversos estudos, principalmente em associacdo com
cultivos agricolas (Andrade et al., 2022). A C. ensiformis ¢ conhecida por sua rusticidade,
origindria da América Central e pela capacidade de realizar fixacdo bioldgica de
nitrogénio em simbiose com bactérias do género Rhizobium sp (EMBRAPA, 1998;
Rangel et al., 2023). Além disso, apresenta uma ampla distribui¢do tropical, adaptando-
se a solos de baixa fertilidade e contribuindo para o enriquecimento do solo por meio do

aporte de nutrientes e matéria organica (LI ef al., 2022).

Embora microrganismos benéficos como 7. harzianum e B. subtilis sejam
amplamente estudados por seus efeitos na promog¢do do crescimento vegetal e na
biorremediagdo, suas aplicacdes em solos contaminados por cobre ainda sdo pouco
exploradas. Estudos recentes indicam que a inoculagdo de sementes com biofilme de B.
subtilis pode mitigar a toxicidade de Cu em tomateiros (Sarth et al., 2025), enquanto 7.
harzianum tem demonstrado capacidade de aliviar o estresse por metais pesados, como
Cd e Pb, por meio de mecanismos que estabilizam a mobilidade dos metais e aprimoram
a absorcao de nutrientes (Altaf et al., 2024). Além disso, C. ensiformis ja foi apontada
como espécie promissora para a fitorremediacdo de Cu quando associada a micorrizagdo
e a adubacdo organica (Rangel ef al., 2023). No entanto, até onde se sabe, ndo ha estudos
que comparem de forma integrada os efeitos de 7. harzianum e B. subtilis sobre C.
ensiformis cultivada sob estresse por cobre. Essa lacuna limita a compreensao sobre como
diferentes microrganismos podem modular a tolerancia e a eficiéncia fitorremediadora
dessa leguminosa. Assim, o presente estudo se destaca por seu carater inédito ao
investigar comparativamente essas interagdes, incluindo impactos sobre o metabolismo
de nitrogénio e parametros fisiologicos, contribuindo para o desenvolvimento de

estratégias biotecnoldgicas sustentaveis voltadas a recuperagao de areas contaminadas.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do Trichoderma
harzianum e Bacillus subtilis na Canavalia ensiformis em solo com excesso de Cu nos
seguintes parametros: (a) Crescimento e producao de biomassa; (b) Trocas gasosas (taxa

fotossintética, condutancia estomatica e transpiragdo); (c) Concentragdo de metabolitos;
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(d) Acamulo e distribui¢dao de Cu nos 6rgaos da planta; (¢) Determinar se ocorre aumento

na tolerancia e o potencial fitorremediador da C. ensiformis.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo deste estudo evidencia ndo apenas o potencial de Canavalia
ensiformis e de microrganismos benéficos na atenuacdo da toxicidade do cobre, mas
também a importancia estratégica de pesquisas que integrem microbiologia agricola,
fisiologia vegetal e recuperacdo ambiental. Em um cenério em que o uso intensivo de
insumos agricolas aumenta continuamente o0s niveis de metais pesados no solo,
compreender como plantas e microrganismos interagem para tolerar e transformar esses

ambientes torna-se fundamental para o desenvolvimento de préaticas sustentaveis.

A escassez de estudos que abordem, de forma integrada, 0 crescimento ¢ respostas
fisiologicas de C. ensiformis em solo contaminado por cobre: potencial de
fitorremediagdo em associagdo com microorganismos benéficos, destaca o carater inédito
e necessario da presente investigacdo. Até o momento, ndao existem registros na literatura
que explorem simultaneamente a atuagéo de Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum
sobre C. ensiformis em condicdes de estresse por Cu, especialmente avaliando parametros
fisioldgicos e metabdlicos com essa amplitude. Assim, o estudo contribui para preencher
uma lacuna cientifica importante e amplia o conhecimento sobre 0 manejo bioldgico de

metais pesados no solo.

Além do avanco conceitual, os resultados gerados oferecem uma base solida para
a aplicagdo préatica de microrganismos como ferramentas bioassistidas para recuperacdo
de areas degradadas e aumento da resiliéncia das culturas. A compreensdo desses
mecanismos é essencial para promover solugcées de baixo custo, ambientalmente seguras
e alinhadas ao conceito de agricultura regenerativa. A publicacdo desses achados se faz
necessaria ndo apenas pelo seu carater original, mas também pela relevancia da discusséo
para a comunidade cientifica, para o setor produtivo e para estratégias de gestdo

ambiental.

Dessa forma, esta dissertacdo reforca a importancia de se investir em pesquisas
que busquem integrar processos bioldgicos ao manejo agricola e ambiental. A interagédo
entre plantas e microrganismos, especialmente em condicdes de estresse por metais
pesados, representa uma fronteira promissora e ainda pouco explorada, com potencial
para gerar solucdes inovadoras e contribuir de forma significativa para a sustentabilidade

dos sistemas agricolas e para a recuperacao de solos contaminados.





