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RESUMO

Nos ultimos anos, o avanco da biotecnologia na agricultura tém promovido uma nova
estratégia de produtividade no cenario internacional, trazendo beneficios as esferas
social, ambiental e econémica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos da inoculacdo de microrganismos na germinacdo e semeadura de Zea mays
(L.). Foram utilizadas as estirpes Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis e
Trichoderma asperellum diluidas nas concentracdes 1%, 5% e 10% no teste de
germinacao e apenas a o microrganismo Trichoderma asperellum na semeadura em
campo. O experimento de germinacao ocorreu no Laboratério de Biologia Molecular e
Microbiologia do Solo e a semeadura ocorreu em casa de vegetacdo do proprio
campus da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. De modo geral todos os
microrganismos utilizados neste ensaio denotaram incrementos significativos nos
parametros de massa fresca e seca de plumulas, massa fresca de radiculas e massa
fresca e seca total em plantulas emergidas, denotando assim, embriées mais rusticos
em termos de vigor, além de um melhor aporte de biomassa. Os resultados obtidos
no teste de germinacdo indicaram que o tratamento Trichoderma 1% e 10%
promoveram melhores desempenhos em grande parte dos parametros analisados. Na
etapa de semeadura, embora as variaveis analisadas ndo apresentassem resultados
superiores ao obtidos em plantios convencionais, foi demonstrado que a concentracao
Trichoderma 5%, promoveu incrementos importantes em massa fresca e seca de
raizes, espigas e no peso total das plantas, concluindo que doses menores podem
trazer um melhor custo-beneficio ao produtor, frente ao crescimento vegetal. Este
estudo sugere futuras pesquisas que possam detalhar a acgdo direta dos
microrganismos nas estruturas fisiolégicas das plantas em especial sob condicdes
adversas

Palavras-chave: Biotecnologia; zea mays (L.); agricultura; inoculantes.



ABSTRACT

In recent years, the advancement of biotechnology in agriculture has promoted a new
productivity strategy on the international scene, bringing benefits to the social,
environmental, and economic spheres. This study aimed to evaluate the effects of
inoculation of microorganisms on the germination and sowing of Zea mays (L.). The
strains Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis and Trichoderma asperellum diluted in
concentrations of 1%, 5% and 10% were used in the germination test and only the
microorganism Trichoderma asperellum in the field sowing. The germination
experiment took place at the Laboratory of Molecular Biology and Soil Microbiology
and the sowing took place in a greenhouse on the campus of the Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. In general, all microorganisms used in this test
showed significant increases in fresh and dry mass of plumules, fresh mass of radicles
and total fresh and dry mass in emerged seedlings, thus denoting more rustic embryos
in terms of vigor, in addition to a better contribution of biomass. The results obtained
in the germination test indicated that the Trichoderma 1% and 10% treatment promoted
better performances in most of the analyzed parameters, in the sowing stage, although
the analyzed variables did not present superior results to those obtained in
conventional plantings, it was demonstrated that the 5% Trichoderma concentration,
promoted important increments in fresh and dry mass of roots, ears and in the total
weight of plants, concluding that smaller doses can bring a better cost-benefit ratio to
the producer, in terms of plant growth. This study suggests future research that can
detail the understanding of the direct action of microorganisms on the physiological
structures of plants, especially under adverse conditions.

Keywords: Biotechnology; zea mays (L.); agriculture; inoculants.
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1 INTRODUCAO

A producdo de alimentos e o desenvolvimento tecnoldgico sdo questbes
determinantes nas esferas sociais e geopolitica de um pais (LIMA, 2017). H& uma
constante busca do homem em superar a escassez de recursos e com isso, a
economia atual tem se empenhado no aperfeicoamento de tecnologias buscando
garantir a continuidade das proximas geracdes (EHLERS, 2017).

A projecao populacional para o ano de 2050 é de 9,8 bilhdes de pessoas e 0
Brasil serd um dos principais paises fornecedores de alimentos para o mundo (FAO,
2019). Portanto, se faz necessario buscar por tecnologias que solucionem algumas
das principais mazelas que acometem agricultura brasileira, como a intensidade no
uso de fertilizantes responsavel por causar efeitos crénicos principalmente em cidades
produtoras de graos (PANIS et al., 2022), além de altas porcentagens de perdas nos
sistemas de producdo, acdo de patégenos e por fim aumento de &rea plantada
(EMBRAPA, 2016).

Entre os principais insumos consumidos e exportados pelo Brasil, o0 milho -
Zea mays (L.), € o oitavo alimento mais consumido no mundo (AGUIAR, 2016). Além
disso, é considerado um dos grédos mais expressivos por suas caracteristicas
fisiologicas (CRUZ, FILHO 1., FILHO M., 2021) e pela sua diversidade de aplicacéo,
sdo mais de 150 produtos diferentes (STRAZZI, 2015). Embora a cultura possua um
alto potencial de producdo, a nivel nacional essa produtividade ainda tem sido
considerada baixa, demonstrando que os sistemas de produgéao ainda precisam ser
aprimorados (FILHO et al., 2015). Nos ultimos dez anos a producdo mundial de milho
aumentou 35,14%, o Brasil foi responséavel por 8% da producédo mundial e juntamente
com Estados Unidos e China, comp8em 57% da producao global (CONAB, 2018).

Estima-se que 50% da agricultura mundial dependa do uso de fertilizantes
nitrogenados (CABRERA et al., 2012) embora o uso desse insumo tenha sua
proeminéncia, o grande impasse esta na aplicacdo sem o rigor técnico. Os produtores
muitas vezes no anseio de uma melhora em sua produgéo, fazem uso desse recurso
de forma desacerta e involuntariamente impactam o solo de suas propriedades,
afetando a biota, aumentando a concentragao de nitrato no solo e encarecendo a sua
producdo (COELHO et al., 2014).

Conjuntamente, a agdo de patdgenos nas culturas também séo responsaveis

por prejuizos econdmicos consideraveis (GABARDO et al., 2020). O uso de inseticidas



14

e fungicidas como método de controle mais utilizado contra esses agentes infecciosos
podem a longo prazo induzir a resisténcia desses organismos, ndo auxiliando na
resolucéo total dos problemas (ES-SOUFI et al., 2020). Como alternativa a essas
conjunturas, pesquisas na area da Biotecnologia, em especial a microbiologia na
agricultura, tém se mostrado bonancosa (CABRERA et al., 2012).

A adocdao pelo uso de insumos biolégicos na agricultura nos ultimos anos, tem
se mostrado uma alternativa para a substituicdo parcial ou total de fertilizantes
minerais (YAMILETH, 2019), pois quando inoculados em sementes, pulverizados nas
culturas ou aplicados no solo, tém auxiliado na nutricdo, protecdo, solubilizacdo de
elementos minerais essenciais as plantas (CHANDINI, KUMAR, KUMAR R., 2019).
Entre os principais microrganismos estudados na agricultura moderna, Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum tém sido amplamente
pesquisados devido a sua efetividade nos sistemas de producédo (EMBRAPA, 2020).

A inoculacéo da bactéria Azospirillum brasilense em espécies de gramineas
tém promovido um aumento na producdo de matéria seca, acumulo de nitrogénio e
melhor desenvolvimento de raizes (MAZZUCHELLI, SOSSAI e ARAUJO, 2014). Do
mesmo modo, a bactéria Bacillus subtilis, tem sido eficaz no controle de nematoides
(OLIVEIRA et al., 2017) e reduzindo estresses bidticos (DORIGHELLO et al., 2020).
Os fungos do género Trichoderma sdo conhecidos pela capacidade de colonizar
diferentes tipos de substratos (ISAIAS et al., 2014) e por sua atuacao antagonista
parasitando em outros fungos patégenos (MEYER, MAZARO e SILVA, 2019).

De modo geral, para que se alcance uma exceléncia na producéo de qualquer
cultura, o aperfeicoamento dos sistemas de producdo e a integracdo de técnicas
devem ser sempre aprimoradas. Portanto se faz necessério o estudo de técnicas que
permitam aos cultivares expressarem o maximo do seu potencial genético e com isso
alcancarem maiores produtividades.

O objetivo desta pesquisa consiste em verificar os efeitos dos microrganismos
Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum na germinacao e

na semeadura de Zea mays (L.).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Verificar o efeito dos microrganismos Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis

e Trichoderma asperellum na germinacdo e semeadura de sementes de Zea mays

(L.).

2.2 Objetivos Especificos

Mensurar a Taxa de Germinacao, indice de Velocidade de Germinacdo e Tempo
Médio de Germinacao de plantulas germinadas;

Pesar a Massa Fresca da radiculas, plumulas e total de plantulas, assim como, a
Massa Seca da radicula, plumula e total de plantulas de plantulas;

Medir a altura das plantas, comprimento de raizes, o numero de folhas por planta
e 0 numero de espigas ao final do plantio;

Pesar a Massa fresca da raiz, espigas e total das plantas, Massa seca da raizes
espigas e total das plantas;

Relacionar a temperatura média e o nivel de precipitacdo durante o ciclo de plantio.



16

3 JUSTIFICATIVA

Embora a Revolucéo verde tenha trazido a modernizacdo da agricultura e a
introducdo de novas tecnologias em escala global (REZENDE et al., 2021), nos
altimos dez anos houve um aumento no uso de fertilizantes na América Latina e
Caribe, predominio de monoculturas (REYES e CORTES, 2016) e a expansio em
15,88% no uso de terras destinadas ao plantio. Cerca de um terco dos solos globais
estdo em situacao de degradacéao, gerando impactos nocivos a producéo de alimentos
(CONAB, 2018).

A ideia de agricultura sustentavel que se tém, sdo exemplos de casos isolados
possuem relacdo direta aos critérios socioambientais, portanto ha uma necessidade
em consolidar técnicas efetivas (EHLERS, 2017). Um terco da agricultura global é
produzida por agricultores com propriedades inferiores a 2 hectares, o grande desafio
esta na adocdo de novas estratégias de cultivo, incentivadas por politicas publicas
dispostas a apoiar esses agricultores, melhorando a sua subsisténcia rural,
assegurando padrdes saudaveis a saude humana, promovendo a importancia da
diversidade biologica e a estabilidade agricola a nivel internacional (FAO, 2021).

Em funcao disso, as pesquisas biotecnoldgicas tém buscado por alternativas
gue maximizem o potencial das culturas sem comprometimento de novas areas. A
construcdo de frameworks pode auxiliar na implementacao de sistemas de producéo
mais sustentaveis, modernos, menos nocivos e mais inclusivos (CABRERA et al.,
2012). Contudo, é necessario que as entidades responsaveis pela regulamentacéo de
novos produtos e novas descobertas estejam atentas ao avanco das pesquisas
(SILVA et al., 2019).

Os processos nutricdo, adubacdo e manejo de pragas, Sao recursos
essenciais e a nivel nacional representam 37,21% de gastos ao produtor (CONAB,
2018), alem disso grande parte destes insumos, sdo de origem estrangeira. Em
contrapartida, ensaios feitos com insumos biolégicos tém demonstrado contribuicées
no aporte de nutrientes essenciais as plantas, melhorando a fertilidade do solo,
controle de pragas e na reducao de custos a médio e longo prazo (EMBRAPA, 2020).

Com isso torna-se imprescindivel pesquisa por novos insumos, que tragam
ganhos para o setor agricola brasileiro e para o meio ambiente, que atendam as
exigéncias da sociedade atual, cumprindo assim, as diretrizes propostas no Objetivo

de Desenvolvimento Sustentavel ODS 12.



17

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Uso de fertilizantes na agricultura

Sao considerados fertilizantes os insumos que contenham pelo menos 5% dos
trés macronutrientes primarios: Nitrogénio (N), Fésforo (P) e Potassio (K), pois as
plantas requerem mais desses elementos para manter suas funcdes celulares, os
macronutrientes secundarios e micronutrientes sdo requeridos em quantidades
menores auxiliando na manutencdo e sobrevivéncia das plantas (CHANDINI et al.,
2019).

Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos solos brasilicos, sdo importados
85% dos fertilizantes, principalmente os elementos Nitrogénio, Fésforo e Potassio. Em
2021 foram importados N (29%), P (33%), K (38%) deixando o pais totalmente a mercé
do preco do dolar refletindo em custos maiores aos produtores e ao consumidor
(BRASIL, 2021). Em média sdo requeridos 80 kg de nitrogénio para a producdo meédia
de 1 tonelada de gréos de milho, os solos brasileiros fornecem apenas entre 10kg a
15kg de nitrogénio, as demais fontes séo advindas de adubacdes nitrogenadas e pela
Fixacao Biologica de Nitrogénio (BORDIGA, 2022).

Em condicdes ideais as plantas utilizam apenas 50% dos fertilizantes para
compor sua nutricao, cerca de 2 a 20% deste produto volatiliza, 15 a 25% reage com
outros compostos organicos e por fim de 2 a 10% acaba sendo lixiviado para as aguas
superficiais ou subterraneas (FEIGIN e HALEVY, 1989). Além disso, o nivel de
nutrientes no solo é reduzido a medida que as culturas séo recolhidas e essa auséncia
€ entdo restabelecida por uma nova adubac&o ou pelo processo de decomposicao
natural das plantas (CHANDINI et al., 2019).

Quando sao aplicados nas doses recomendadas, os fertilizantes podem trazer
resultados benéficos as culturas. No experimento de Souza, Farinelli, Rosolem (2007)
foi notado um crescimento vigoroso no sistema radicular e na parte aérea em plantas
de algodoeiro em adubacéo fosfatada aplicada 5 cm abaixo das sementes. Um ensaio
feito por Armendariz, Ocon e Rodrigues (2012) no cérrego La Choza na Argentina,
resultou em beneficios ao ecossistema local, foi observado que a adicdo de
fertilizantes nitrogenados em uma pequena area do cérrego, promoveu um aumento
na abundancia de biomassa/m2 de diferentes espécies de anelideos, indicando uma
correlagcao positiva entre a densidade de oligoquetas e a concentracao de NHz;e NH,.

Por fim, uma pesquisa feita por Albaugh et al., (2015) em florestas de eucaliptos
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adubadas com fertilizantes nitrogenados, verificaram uma melhora nas taxas de
crescimento de plantas e na estabilizacdo do solo as margens de rios.

Por outro lado, estudos também comprovam que concentracdes de nitrato
acima de 50 NO; / L em corpos hidricos podem levar a sindrome do bebé azul em
humanos, em ruminantes pode causar cancer gastrico, além disso, elevam a
acidificacdo do solo e aumentam a resisténcia de plantas daninhas (USEPA, 2007).
Grande parte dos defensivos agricolas possuem um alto teor de metais pesados
como: Cu, Cd, Pb, Hg que podem por inibir a atividade dos microrganismos naturais
presente no solo (ALVAREZ et al., 2018). Sao toxicos aos organismos responsaveis
pela colonizag&o micorrizica de raizes, inibem a fixacdo simbidtica de nitrogénio feita
por rizobios, promovem o aumento de gases de efeito estufa CHANDNI et al., (2019).

O estado do Parana é o segundo maior produtor de gréos no pais, sdo 127
cidades produtoras que juntas obtiveram uma quantidade de contaminacdo 189,84
ppb, muito acima dos limites estabelecidos pela Unido Européia 0,5 ppb (PANIS et al.,
2022). Além disso, segundo o Inca (2020) o estado integra uma das cinco unidades
federativas com maior incidéncia de cancer. As mudancas no perfil de consumo
populacional, os realces dos problemas ambientais e a necessidade de melhoria nos
sistemas de producao, tém impulsionado o mercado agricola nacional e internacional
a produzirem insumos que contribuam com melhores estratégias para uma adubacéao

equilibrada.

4.2 Microrganismos na agricultura

As préticas tradicionais de manejo do solo, como rotacdo de culturas ou
plantio de cobertura, ndo tém sido suficientes para mitigar os impactos gerados no
solo em areas de cultivo (REZENDE et al., 2021). Essa lacuna, tém sido preenchida
nos ultimos anos com pesquisas relativa ao uso de microrganismos multifuncionais
como Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Vegetais - RPCP
(endossimbiéticos ou ndo endossimbidticos) e Fungos Micorrizicos - FM (DU JARDIN,
2015).

Esses organismos possuem a capacidade de colonizagéo de estruturas como
a filosfera, rizosfera, rizoplano, e endosfera, compondo assim uma estratégia de
manejo integrado (YAMILETH, 2019), além disso contribuem com a economia verde,

além de grande parte desses organismos serem nativos do solo.
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Ao contrario dos fertilizantes que podem ou ndo ser assimilaveis no meio, uma
vez inseridos esses microrganismos possuem ampla capacidade de adaptacdo
(VAZQUEZ et al., 2019) e juntamente com as plantas, constituem-se um microbioma
(SANTOS et al., 2016). Quando inoculados, podem viver associados ou em simbiose,
entretanto, sua populacdo pode ser diretamente afetada pelo o manejo do solo
(CABRERA et al., 2012).

Em plantas da familia Poaceae as rela¢cdes microbiologicas que predominam
sdo associativas e endofiticas, onde as bactérias excretam apenas uma parte do
nitrogénio ndo suprindo a necessidade total das plantas (EMBRAPA, 2011).
Entretanto, devido ao formato de suas raizes, as gramineas podem retirar com mais
facilidade agua e nutrientes do solo (MILLEO e CRISTOFOLI, 2016).

4.2.1 Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal

Sao microrganismos antagbnicos nativos do solo, ndo patogénicos com
potencial uso agricola. Podem ser de vida livre, viverem em associacdo ou em
endossimbiose (EMBRAPA, 2020). Para entrarem nesta classificacdo esses
organismos precisam ter a capacidade de colonizar a rizosfera, os tecidos internos ou
o interior das células vegetais, além disso, multiplicar e ser capaz de competir por
espaco e nutrientes durante o seu ciclo de atividade (SILVA et al., 2021).

Geralmente o sucesso no uso destes organismos provém de co-inoculacao
(RESENDE et al., 2021) ou seja, combinacdo de microrganismos, para que desta
forma a abrangéncia de atuacdo seja maior. Além disso, podem ser classificadas
como eRPCV (Rizobactérias Promotoras De Crescimento Vegetal Extracelulares) e
iIRPCV (Rizobactérias Promotoras De Crescimento Vegetal Intracelulares). Além
disso, os horménios produzidos por essas bactérias podem ter acdo estimulantes,
agindo localmente como a Resisténcia Sistémica Adquirida - SAR ou na estrutura
completa da planta, conhecido como Resisténcia Sistémica Induzida - ISR (BUENO,
2022).

Podem apresentar acGes bioestimulantes (RESENDE et al., 2021; ROSIELO,
2017) através de mecanismos diretos como absorcdo de nutrientes, secrecdo de
siderdéforos, fixagdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producéo de
fitohormdnios como auxinas, citocinas, giberilinas, etileno ou mecanismos indiretos
como biocontrole, agbes antagonistas, inducéo de resisténcia sistémica, resisténcia a

deficit hidrico e a salinidade, exposicdo a metais pesados (CABRERA et al., 2012),
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promovem o aumento no sistema radicular e reduzem niveis de nitrato quando atuam
no interior dos tecidos vegetais (YAMALETH, 2019).

Sabe-se que o nitrogénio é um elemento determinante no crescimento vegetal
(RESENDE et al., 2021) poucos animais e plantas séo capazes de utilizar esse
nutriente, contudo, este elemento é aproveitado pelas Rizobactérias Promotoras De
Crescimento De Plantas Diazotroficas, que possuem a enzima dinitrogenase, capaz
de romper a tripla ligagéo transformando-a em amonia e a disponibilizando-a no meio
(HUNGRIA, CAMPO, MENDES, 2007). Além do nitrogénio, o fosforo é outro nutriente
essencial as plantas participando de diversas funcdes fisiol6gicas, as rizobactérias
sdo fundamentais na solubilizacdo desse nutriente, deixando-o disponivel em forma

organica.

4.2.2 Azospirillum brasilense

Sao Rizobactérias extracelulares de vida livre, gram negativo (SANTOS et al.,
2016), podem ser endoliticos facultativos (EMBRAPA, 2011). Atualmente, ha 12
espécies do género Azospirillum, grande parte desses organismos sédo encontrados
em raizes de plantas cultivadas ou selvaticas e em solos de regiées de clima tropical
e subtropical, estima-se que a contribuicdo de Azospirillum na cultura do milho esteja
entre 10 kg de nitrogénio por ano (GOMEZ et al., 2014).

A temperatura ideal para o seu desenvolvimento é 25°C a 30°C e o pH do
solo em média 5.5, dentre os nutrientes fornecidos pelo Azospirillum as plantas,
destacam-se absorc¢ao de fosforo e potassio aumento no nimero de pélos radiculares,
comprimento de raizes laterais e peso seco de raizes (EMBRAPA, 2015). Estes
organismos colonizam a superficie das raizes de plantas, o exterior do cortex ou 0s
tecidos internos por meio da degradacao de alguns componentes da parede celular
ainda ndo conhecidos, podem fixar nitrogénio na planta hospedeira quando em vida
livre ou em simbiose (EMBRAPA, 2011).

Entre os fitohormoénios sintetizados pelas cepas de Azospirillum, temos:
etileno, citocinas, giberelinas, auxinas, além de algumas substancias bactericidas e
fungicidas. Nos vegetais, estudos apontam a capacidade de resistirem ambientes com
pH extremos, exposicdo a metais pesados e solos salinos (GOMEZ et al., 2014).

Os autores Barassi et al., (2008) analisando a acdo desses microrganismos
na cultura de trigo contribuiram com seus trabalhos demonstrando uma melhor

condutancia estomatica nos tecidos vegetais, além de um aumento na quantidade de
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prolina, maior elasticidade na parede celular e aumento no teor da clorofila a, b. A
autora Hungria et al., (2011) verificou um aumento no numero de frutos, maior
rendimento e melhor aporte nos teores de potassio e fésforo em graos de trigo e milho
(ap0s cultura da soja). Entre as culturas recomendadas para 0 uso do microrganismo

destacam-se: trigo, milho e arroz (MAPA, 2011).

4.2.3 Bacillus subtilis

Microrganismo gram positivo que se destaca pela formagao de uma estrutura
dormente inativa ndo reprodutiva (SANTOS et al., 2016), porém resistente conhecida
como enddsporo bacteriano que garante a sobrevivéncia desse grupo em periodos de
estresse ambiental (PHILIPPOT et al., 2013). Tém sido efetiva no e controle de
doencas causadas por varias espécies de patdégenos, pois formam uma zona de
inibicdo e induzindo a resisténcia do hospedeiro (D’AGOSTINO, MORANDI, 2009). E
importante salientar também que essa bactéria possui esporos com propriedades
resistentes a altas temperatura, baixa umidade, locais pobres em nutrientes, secas,
exposicdo a solventes quimicos e radiacao ultravioleta, além da formacéao de biofilme
(DE SOUSA et al., 2014).

O autores Lei et al., (2015) citam que esse microrganismo pode ser utilizado
na dieta de animais, melhorando a microbiota intestinal e contribuindo numa melhor
assimilacdo de nutrientes. Em contrapartida, Falahati-Pour et al., (2015) utilizaram a
estirpe B.subtilis na descontaminacdo de ambientes contaminados com pesticidas
organofosforados. E por fim, de acordo com Mou et al., (2016), construiram uma cepa
recombinante de Bacillus subtilis (BS-HA), capaz de expressar a proteina responsavel
por imunizar galinhas com gripe aviaria, 0 autor observou também um aumento
consideravel no peso das aves, indicando que houve uma resposta imune sistémica.

Entre os mecanismos de atuacao da B.subtilis em plantas, a solubilizacao de
fosfatos, producdo de sideréforos, fixacdo de nitrogénio bioldgico, producdo de
fitohormdnios, atividade antifingica, simbiose entre plantas estdo sendo amplamente
estudadas (YAMILETH, 2019). Atualmente existem apenas 6 produtos registrados no
MAPA a base de B. subtilis, voltados ao controle de bactérias, fungos e nematéides
(EMBRAPA, 2020). Segundo Mapa (2011) entre as principais culturas recomendadas
séo: Eucalipto.
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4.3 Fungos promotores de crescimento vegetal

Possuem a capacidade de colonizar a rizosfera e parte aérea de plantas, além
de possuirem diferentes mecanismos de controle como parasitismos, hiper
parasitismo, antibiose, competicdo, indugédo de resisténcia em plantas hospedeiras
(YAMILETH, 2019). Entre as acdes de atuacdo dos fungos, destacam-se as
associacfes micorrizicas.

Existem dois tipos de micorrizas ectomicorrizas quando essas associacdes se
desenvolvem no exterior da planta hospedeira e endomicorrizas ou micorrizas
arbuscular mais difundidas onde, o sucesso desta juncdo com 0s vegetais depende
de diversos fatores, como pH, temperatura, condicdes e manejo do solo (MEYER,
MAZARO, SILVA, 2019). Estudos tém verificado a efetividade das micorrizas em solos
de baixa fertilidade, no entanto, estudos sobre a efetividade dessa associagéo ainda
estdo em andamento (MORO, 2018).

Alguns estudos verificaram incrementos no rendimento de graos na cultura da
soja, milho. Os autores Pereira et al., (2021) em seus ensaios sobre colonizagdes de
micorrizas, concluiram que o manejo do solo, como o revolvimento afeta fortemente a
producdo de esporos de fungos micorrizicos, assim como a inser¢cao de adubacéao
verde de outros vegetais pode contribuir numa melhor colonizacéo.

Entre os fungos mais conhecidos desta categoria estdo os do género
Trichoderma spp. capazes de disponibilizar fosfatos através de mecanismos como a
mineralizacdo, além de decompor restos de materiais no solo (RESENDE et al., 2021).

4.3.1Trichoderma asperellum

O género Trichoderma é formado por um grupo de fungos saprofitos
filamentosos (YAMILETH, 2019), a temperatura ideal para o seu desenvolvimento é
25°C (SILVA et al., 2012) com o pH variando de 4.5 a 5.5 e a umidade do ar em torno
de 60%. Dentre os beneficios fornecidos as plantas por esses microrganismos sao
polissacarideos, inibicdo da atividade de nematéides (MEYER, MAZARO, SILVA,
2019). Pesquisas realizadas observaram que em algumas culturas, esses organismos
promovem uma emergéncia mais rapida de plantulas, aceleram a prematuridade do

periodo de floracdo, aumentam a quantidade folhas por planta, aumentam o tamanho
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de frutos, além de fornecer um ciclo de vida mais alongado aos vegetais (SANCHEZ,
2019; YAMILETH, 2019).

Diferente das bactérias citadas anteriormente, a relacdo predominante entre
fungo e planta € o processo de micorrizas, onde o mutualismo e a simbiose
compreendem a 90% da relacbes (YAMILETH, 2019).

Os autores Eleonora e Pineda (2015) relataram que algumas espécies de
Thichoderma séo capazes de sintetizar o acido 3- indol acético (AIA), composto que
atua como horménio vegetal fundamental em varios processos fisioldgicos como
divisdo celular, desenvolvimento do sistema radicular, além de respostas a luz e a
gravidade. Hardoim et al., (2008) observaram uma reduc¢éo no pH do solo e a sintese
de substancias promotoras de crescimento como auxinas e giberelinas, além disso
verificaram que os fungos deste género também sao responséaveis por bloquear sitios
de infeccdo de patdgenos ja que competem entre si na colonizacdo da rizosfera. Por
fim, Yamileth (2019) cita que esses microrganismos produzem elicitores, ou seja,
compostos que promovem a defesa de plantas contra patégenos e que seus principais
mecanismos de solubilizacdo do fésforo séo: producdo de acido orgéanicos,
mineralizacao, fosfatases, producédo de enzimas fitase responsavel pela liberacédo de
ions em sementes de plantas.

Segundo o Instituto Biologico (2014) entre as principais beneficiadas sao:

Algodao, milho, café, trigo, entre outros.

4.4  Variaveis que influenciam no plantio de Zea mays (L.)

Zea mays (L.), popularmente conhecido como milho € uma graminea
pertencente a familia Poaceae, tém sua origem na américa central e possui sete
géneros (FLORA DO BRASIL, 2020) e compf&em o grupo de plantas C4 e portanto,
uma reducgéo de 30% a 40% de luz, pode atrasar os processos de germinagéo ou
resultar em quedas de producédo. Grande parte da massa seca do milho provém da
fixacdo de CO, pelo processo de fotossintese (EMBRAPA, 2015).

Os aspectos vegetativos e reprodutivos da planta sdo suscetiveis as
diferencas edafoclimaticas (MOTA, 2015). E uma das plantas com grande capacidade
de armazenamento de fotossimilacdo e altamente energética (EMBRAPA, 2011). De

modo geral € comum buscar sementes resistentes as condigdes extremas antes da



24

definicdo da densidade de plantio (graos/m?2) nas lavouras brasileiras (EMBRAPA,
2007).

Cerca 56% da producdo total de milho no Brasil é feita por pequenos
agricultores (SORDI, 2020) e 70% da producdo € destinada a alimentacgéo,
(BORDIGA, 2022). O desenvolvimento desta planta ocorre em dois estadios:
Vegetativo (V) evidenciado pelos fendtipos, numero de folhas e Reprodutivo (R)
caracterizado pelo surgimento e o desenvolvimento de gréos e da espiga (EMBRAPA,
2015) (Figura 1).

Figura 1 - Estagios de desenvolvimento do milho

NETES!

VE Vi V2 V4 V6 vio vi2 V14 triurrg e VT R1 R2 R3 R4 RS R6

Fonte: Sementes Biomatrix (2021, pag.3).

O manejo do solo é um fator importante, pois em areas de exploracdo mais
intensa, o solo tende a apresentar alteracdes na sua composicdo o que reflete
diretamente na produtividade (DURAES, 2007) (Figura 2).

Figura 2 - Fatores que afetam a produtividade do milho.
Processos

De agio indirell — e— De agdo direta B [isiolégicos
afelades.
LATITUDE RADIACAO
DILAR
ALTITUDE OMPRIMENTO
DO DIA
CHUVA MPERATUR!
TOPOGRAFIA AGUA NO SOLO
TEXTURA DO AERACAODO
SOLO - SOLO
COMPOSICAO 2 \, [ MINERAIS DO
DO SOLO SOLO

Fonte: Durées e Alvim (2007, p.4).
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Segundo Embrapa (2015), entre os fatores que podem afetar os processos

fisioldgicos da cultura do milho, temos:

>
>

Solo: Deve-se considerar caracteristicas como textura, relevo e declividade;

Temperatura: Entre 25°C a 30°C durante o dia e 16°C a 19°C no periodo
noturno;

Precipitacdo: S&o requeridos no minimo 600mm de agua pela planta durante
0 seu ciclo, a falta de umidade no solo reduz a atividade metabdlica, afeta a
producéo de gréos e nos indices de biomassa;

Radiacdo solar: No Brasil, as plantas de milho tendem a apresentar
comportamentos fotoneutro, entretanto, reducdes na radiagcdo pode impactar
as atividades metabdlicas da planta e na produtividade;

Epoca de semeadura: Periodos proximos a época de floragdo, contudo é
necessario acompanhar os calendarios de semeadura e colheita pois podem
ocorrer variagdes regionais;

Profundidade de semeadura: Em solos bem drenados, a profundidade
recomendada é de 3 cm a 5 cm de profundidade. Em solos argilosos pode
variar entre 5 cm a 7cm. Quando estabelecidas, as raizes das plantas podem

alcancar 1 m de profundidade;

Além disso, o espacamento entre fileiras e a densidade populacional, também

devem ser consideradas. No Brasil o ciclo de producdo entre semeadura e colheita

pode variar de 110 a 180 dias, podendo variar de acordo com as caracteristicas dos
gendtipos (BORDIGA, 2022).



26

5 MATERIAIS E METODOS

Este ensaio foi desenvolvido entre os meses de junho de 2021 e janeiro de
2022 nas dependéncias do campus da Universidade Tecnologica Federal do Parana
de Campo Mourdo (Figura 3). Os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia Molecular e Microbiologia do Solo e na horta experimental do préprio

campus.

Figura 3 - Mapa de localizagc&do do Municipio de Campo Mourdo — Parana
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Fonte: Autoria propria (2022). Elaborac&o: Malha territorial do Brasil do IBGE (2021) e software
Qugis versédo 3.18.

A cidade de Campo Mourdo esta situada na mesorregido centro ocidental
paranaense nas coordenadas geograficas 24°02’28”S, 52°22’52"W, a uma altitude de
598 m (IPARDES, 2021). Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima do municipio é
do tipo Cfa - Subtropical Mesotérmico Umido e a temperatura média anual é de 22°C
e a precipitacdo media anual é de 1700 mm (IAPAR, 2019).

O solo da regiao é classificado como Latossolo Vermelho Distréfico sendo
esta tipologia de solo responséavel por grande parte da produgéo de grdos no Brasil
(EMBRAPA, 2013). A agricultura e pecuaria correspondem a uma das principais

atividades econdmicas de Campo Mouréo (IPARDES, 2022) contribuindo de maneira
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significativa com o Produto Interno Bruto com destaque para as culturas temporarias
de milho, soja, trigo e feijao.

As sementes utilizadas neste estudo foram de origem organica e pertencem
ao cultivar Caimbé de ciclo semiprecoce da safra 2019/2020, possuem um grau de
pureza minima de 98% e um peso meédio de 0,382g por gréo. Esta espécie é
recomendada pela Embrapa para plantio nos periodos de safra e safrinha nas regides
Sul, Centro Oeste, Sudeste e Nordeste do Brasil. No estado do Parand, as regides
recomendadas para o plantio sdo Norte, Noroeste e Oeste.

Segundo Santos e Tivelli (2017) a planta desta cultivar apresenta uma altura
meédia de 2.15 m com a insercdo da espiga a partir de 1.10 m e dentre suas principais
caracteristicas, destacam-se boa resisténcia ao acamamento, grdos semiduros e

coloragédo amarelo-alaranjado.

5.1Teste de germinacao

No teste de germinagdo foram utilizados os microrganismos Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum, fornecidos pela empresa CELF
- Energias Renovaveis e Bioenergias, nas respectivas concentracdes de 1 x 10° UFC/
ml, 1 x 101°UFC/ml e 1 x 108 UFC/ml.

Os in6culos foram diluidos para as concentracdes de 1%, 5% e 10%, com
base na metodologia proposta por Scatambulo (2017). O preparo dos in6culos ocorreu
com base no método de diluicdo seriada, foram utilizados separadamente 10ml, 50m|
e 100ml de cada inoculante dissolvidos respectivamente em 990ml, 950ml e 900ml de
agua destilada. Ap6s as diluicbes, foram calculadas as concentracdes finais dos

inoculantes utilizando a equacéao de diluicao:

C1XV1:C2><U2 (1)

C,= Concentragéo inicial do soluto em UFC/ml;
V; = Volume inicial da solu¢do em ml;
C,= Concentracao final do soluto em UFC/ml;

V,= Volume final da solu¢cdo em ml.



28

Apos a resolucao dos calculos foram obtidos os inoculantes nas dosagens de
1%, 5% e 10% e as concentracfes finais de cada microrganismo, conforme
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo de microrganismos apdés diluicdo.
Tratamento

C19, (ufc/ml) Cso, (ufc/ml) C109 (ufc/ml)
A. brasilense 1x10° 50 x 10° 100 x 10°
B. subtilis 100 x 10° 500 x 10° 1x10°
T.asperellum 1x10° 5x 10° 10 x 10°

Fonte: Autoria propria (2021).

O teste de Germinacdo foi conduzido em um delineamento experimental

casualizado, utilizando quatro tratamentos:

T,: Testemunha, sementes tratadas apenas com agua destilada;
T,: Sementes tratadas com A. brasilense nas dosagens de 1%,5% e 10%;
T,: Sementes tratadas com B. subtilis nas dosagens de 1%,5% e 10%;

T;: Sementes tratadas com T. asperellum nas dosagens de 1%,5% e 10%.

Foram dispostas, em cada placa de petri, cinco sementes cobertas com papel
toalha e armazenadas em camara de germinacéo do tipo B.O.D MARCONI 500W, a
uma temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12 horas. Cada placa recebeu 1 ml do
tratamento correspondente e, em dias alternados, 18 ml de &gua destilada, pelo
periodo de 7 dias. Foram realizadas trés repeticbes, com 20 sementes para cada
substrato e 60 sementes para cada concentracdo dos indculos.

O desempenho germinativo das sementes de milho foi analisado com base na
Regra de Andlises de Sementes (BRASIL, 2009; FILHO e CARVALHO, 2009;
EMBRAPA, 2016), considerando apenas plantas normais com todas as estruturas

essenciais presentes e pelo menos 3 cm de comprimento. Foram verificadas:

v' Taxa de germinacéo (TG) que é calculada com base na férmula:

N
TG=—7—7—X1 2
G 100 00 (2)

N = Numero de sementes germinadas no periodo final do teste.
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v Indice de velocidade de germinacéo (IVG), expresso pela férmula:

N=1

N; = Numero de sementes germinadas diariamente.

D; = Tempo em dias, apos o inicio do teste

v" Tempo médio de germinacédo (TMG), expresso em dias, é dado pela férmula:

Zi " N,T;
TMG=—"—— (4
21 N;
K = Ultimo contagem de germinac&o (dia);
N; = Nimero de sementes que germinaram no tempo ti;

T; = tempo dias do inicio do teste até a sua finalizagéo.

v' Massa Fresca das plumulas, raizes e total das plantulas foram pesadas em
balanca analitica de precisdo MARTE AY220 (LACERDA et al., 2011);

v’ Apbés a pesagem da massa fresca, as estruturas das plantulas foram
acondicionadas em envelopes de papel kraft e armazenadas em estufa de
secagem MAROLABOR 1000W, a 65°C por 72 horas e pesadas novamente.

Para averigar a evolucdo dos tratamentos, os dados foram submetidos ao gréafico
de linhas no programa excel e ao teste de estatistico paramétrico anova One way com
Dunnett a posteriori com 5% significancia. Para dados ndo paramétricos foi utilizado
o teste de Kruskall - Wallis com 5% de significancia, ambos os testes foram realizados
no programa past.

A estrutura das plantulas analisadas no teste de germinagéao pode ser observada
na (Figura 4).
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Figura 4 - Fenologia de plantulas de milho.

Plimula Emergida
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Fonte: Imagem de ©Luayana, descrigdo autoria propria (2021, p.1).

5.2 Teste de semeadura em campo

O planejamento de plantio foi baseado no calendario agricola para a regido
noroeste do estado do Paranad conforme as diretrizes propostas pela CONAB
(2020/21) a fim de garantir uma melhor integracdo entre a cultura, o inoculante, o clima
e a regido de plantio, possibilitando dessa forma melhor produtividade.

Para a primeira safra a janela de plantio foi de outubro a dezembro (primavera)
e a colheita prevista para os meses de janeiro a marco (verdo). Antes da semeadura
as sementes passaram por uma pré-selecdo para remocao de graos fermentados,
ardidos ou quebradicos com base no Servico Nacional de Aprendizagem Rural
(SENAR, 2017).

Na etapa de semeadura foi utilizado apenas o microrganismo Trichoderma
asperellum em quatro canteiros experimentais, que juntos representam uma area total

de 12 m2. Os tratamentos para etapa de semeadura foram:

S0: Canteiro Testemunha, sementes e parte aérea tratadas apenas com agua;
S1: Sementes e parte aérea tratadas com Trichoderma 1% ;
S2: Sementes e parte aérea tratadas com Trichoderma 5%

S3: Sementes e parte aérea tratadas com Trichoderma 10%.

Além disso, foi realizado um pré-tratamento nas sementes de milho de acordo
com as dosagens de 1%, 5% e 10% do inoculante, com exce¢dao das sementes
utilizadas no canteiro testemunha. Para isso foi preparado uma solugcéo acgucarada
10% (10,8 ml) e inoculadas 7,2 ml do inoculo correspondente a cada dosagem
adotada, com base na metodologia proposta por Bulla e Junior (2012). A esta solucéo
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foram adicionada as sementes utilizadas no plantio e agitadas em mesa agitadora por
30 minutos uma hora antes do plantio, conforme metodologia proposta e adaptada
(EMBRAPA, 2011).

As amostras do solo das &reas experimentais ndo foram submetidas a
caracterizacdo quimica. A adubacao nitrogenada ocorreu conforme a metodologia de
semeadura proposta pela Embrapa (2015) sendo aplicados a primeira dose na
semeadura e a segunda dose na etapa de florescimento que antecede o enchimento
de graos (BORDIGA, 2022).

A quantidade de sementes plantadas em cada canteiro, foi calculada de
acordo com a metodologia de semeadura e plantio proposta pela Embrapa
(2011). Adotou-se um valor de 436 sementes para 0s quatro canteiros e adicionados
10% no caso de possiveis perdas, considerando a taxa de germinacédo de 85% dada
pelo fornecedor e um espacamento de 0,30m foi obtido um valor de 15
sementes/metro quadrado. O estagio vegetativo analisado foi até o periodo

reprodutivo - R5. A disposi¢cao dos canteiros pode ser observada na (Figura 5).

Figura 5 - Disposicdo dos canteiros experimentais

Fonte: Autoria propria (2022). Elaboracéo: software SketchUp versédo 2022.

Na fase de semeadura foi possivel verificar o desempenho da planta em seu
ciclo semi completo (120 dias) e de que maneira os tratamentos aplicados, interferiram
nos parametros de massa fresca, massa seca, altura das plantas e no crescimento e
peso das espigas, conforme pode ser observado no Quadro 1.

Por fim, os dados de fatores climaticos, temperatura e precipitacdo que
ocorreram durante o periodo de semeadura até a colheita, foram obtidos do Instituto
Aguas do Parana (AGUAS PARANA, 2021).
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Quadro 1 - Parametros analisados ap6s a colheita de milho (120 dias
Variaveis

Procedimentos

Numero de folhas (Ny)

Contagem simples do numero de folhas de cada planta.

Numero de Espigas (N,)

Contagem simples do numero de espigas de cada planta.

Massa Fresca das
raizes (MFy), espigas
(MFg) e total da planta.
(MFTotal)-

A massa fresca do colmo, raiz e espigas, foram
determinadas em uma balanca eletronica.

Massa Seca de raizes
(MSR), espigas (MSg),
e total da planta
(MSTotal)-

As estruturas colmo, raizes e espigas foram
acondicionadas em envelopes de papel Kraft e colocadas
em estufa de secagem a 65°C por 72 horas e pesadas
novamente.

Altura da planta (H,).

Foram medidas as alturas das plantas com trena métrica.

Comprimento da raiz
(Cr)

Foi retirado o excesso de solo das raizes e determinado o
comprimento com trena métrica.

Fonte: Autoria propria (2022).

A semeadura ocorreu pela manha do dia 30 de setembro, por ser um periodo

com menor incidéncia de luz solar e temperatura amena. ApOs a insercdo das
sementes no solo, os canteiros foram cobertos com sombrite, pois as altas
temperaturas durante o dia poderiam afetar a atividade dos indculos na primeira
semana (MEYER, MAZARO e SILVA, 2019).
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Os dados apresentados nesta pesquisa foram divididos em duas etapas: Teste

de Germinacéo e colheita.

Em relagdo a porcentagem de germinagao (Figura 6) os dados obtidos

apresentaram homocedacidade (p > 0.05).

Figura 6 - Taxa de Germinacdo de Azo: Azospirillum brasilense, Bcl: Bacillus subtilis e Thz:
Trichoderma asperellum, diluidos nas concentracdes (A) 1%, (B) 5% e (C) 10% no experimento

laboratorial
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Fonte: Autoria propria (2022).

B

Dias

Apesar dos tratamentos Azospirillum 5% e Bacillus 5% apresentarem um

namero maior de plantulas germinadas em relacdo ao tratamento testemunha, nao

houve diferenca estatistica (p>0.05) no vigor germinativo de plantulas (Figura 7).
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Figura 7 - indice de Velocidade de Germinac&o de Azo: Azospirillum brasilense, Bcl: Bacillus
subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes 1%, 5% e 10% no
experimento laboratorial.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Em relacdo ao menor tempo necessario para germinacao, grande parte dos
tratamentos apresentaram homogeneidade (p>0.05) em média 3 dias para brotar
(Figura 8).

Figura 8 - Tempo Médio de Germinacdo dos tratamentos Azo: Azospirillum brasilense, Bcl:
Bacillus subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes 1%, 5% e 10% no
experimento laboratorial.
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Fonte: Autoria propria (2022).
6.1 Massa fresca de plumulas, radiculas e total de plantulas.

A massa fresca de plumulas ndo obteve distribuicdo normal (p<0.05). Houve
incremento significativo nos tratamento Trichoderma 10% em relacdo a testemunha
(p>0.05), (Figura 9).
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Figura 9 - Massa fresca de pliumulas tratadas com Azo: Azospirillum brasilense, Bcl: Bacillus
subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes (A) 1%, (B) 5% e (C) 10% no
experimento laboratorial.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Em massa fresca de radiculas, as concentracdes 5% e 10% nao obtiveram
distribuicdo normal (p<0.05). Apenas o tratamento com Bacillus 5% apresentou

resultados significativos em relagdo a testemunha (p<0.05) (Figura 10).

Figura 10 - Massa fresca de radiculas tratadas com Azo: Azospirillum brasilense, Bcl: Bacillus
subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes (A) 1%, (B) 5% e (C) 10% no
experimento laboratorial.
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Os tratamentos Azospirillum 5% e 10%, Bacillus 5%, Trichoderma 1%, 5% e
10% foram superiores em massa fresca total de plantulas em comparacéo ao controle
(p<0.05), (Figura 11).

Figura 11 - Massa fresca total de plantulas tratadas com Azo: Azospirillum brasilense, Bcl:
Bacillus subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes (A) 1%, (B) 5% e
(C) 10% no experimento laboratorial
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Fonte: Autoria propria (2022).

6.1.1 Massa seca de plumulas, radiculas e total de plantulas.

A massa seca de plumulas ndo apresentou uma distribuicdo normal (p<0.05).
Os tratamentos com Trichoderma 1%, 10% e Bacillus 5% obtiveram massa seca de
plumulas superior ao controle (Figura 12).
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Figura 12 - Massa seca de plumulas tratadas com Azo: Azospirillum brasilense, Bcl: Bacillus
subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes (A) 1%, (B) 5% e (C) 10% no
experimento laboratorial.
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Fonte: Autoria propria (2022).

Em relacdo a massa fresca de radiculas, independente da cepa utilizada nao
houve diferencas significativas em relacéo a tratamento controle (Figura 13).
Figura 13 - Massa seca de radiculas tratadas com Azospirillum brasilense, Bcl: Bacillus subtilis

e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentracfes (A) 1%, (B) 5% e (C) 10% no
experimento laboratorial.
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Em relacdo a massa seca total de plantulas, a concentracdo 5% para as trés
estirpes ndo obteve distribuicdo normal (p<0.05). Entretanto foi superior em todos os

tratamentos quando comparada ao controle (p<0.05) (Figura 14).

Figura 14 - Massa seca total de plantulas tratadas com Azo: Azospirillum brasilense, Bcl:
Bacillus subtilis e Thz: Trichoderma asperellum, diluidos nas concentragdes (A) 1%, (B) 5% e
(C) 10% no experimento laboratorial.
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A colheita foi encerrada 120 dias ap06s semeadura, em termos de
desenvolvimento, todos os tratamentos apresentaram resultados expressivos em

campo (Figura 15).
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6.2 Altura das plantas, comprimento de raizes, o numero de folhas por planta e
numero de espigas
Houve diferencas estatisticas nos parametros alturas das plantas, comprimento
de raizes e numero de espigas nos tratamentos Trichoderma 1% e 5%. Pa ra o nUmero
de folhas, as concentracdes 5% e 10% foram mais efetivas em relacdo ao controle
(p<0.05) (Figura 16).

Figura 16 - (A) Altura das plantas, (B) comprimento de raizes, (C) nimero de folhas por planta e
(D) nimero de espigas, tratadas com Trichoderma asperellum diluido nas concentragfes 1%,
5% e 10% no experimento de semeadura.
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Fonte: Autoria propria (2022).

6.2.1 Massa Fresca da raizes, espigas e total das plantas. Massa Seca da raizes,
espigas, e total das plantas.

Todos os tratamentos apresentaram diferencas estatisticas na massa fresca
de raizes em relacéo a testemunha (p<0.05). Em relacéo ao peso fresco das espigas
apenas a concentracado T.asperellum 5% demonstrou superioridade. Por fim, os
tratamento T.asperellum 1%, 5% apresentaram maiores incrementos de massa fresca

total de plantas em relacdo a testemunha (Figura 17).
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Figura 17 - (A) Massa Frescaderaizes, (B) espigas, (C) total de plantas tratadas com Trichoderma
asperellum diluido nas concentrag6es 1%, 5% e 10% no experimento de semeadura.
1004 - 3007

250

Massa Fresca ig]
]
Masza Fresca (g]
]

Thz 5%

E
&£

£ i3 z 3 2 # £ £
i - i 2 H =
E F E § F E
001
7004
00+
B 5004
.gm—
8
S 3004
2004
100
g
£

Controle,

Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 18 - Aspecto de raizes (A), espigas (B) e plantas frescas (C) tratadas com Trichoderma
asperellum diluido nas concentragdes 1%, 5% e 10% no experimento de semeadura.

J

Fonte: Autoria propria (2022).
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Em relacdo a massa seca, todos os tratamentos obtiveram diferencas
estatisticas no peso seco de raizes comparados a testemunha (p<0.05). Os
tratamentos T.asperellum 1% e 5% obtiveram maiores incrementos na massa de
espigas. E por fim, os tratamentos T.asperellum 1% e 5% obtiveram valores de massa

seca total superior em relacdo ao controle (Figura 19).

Figura 19 - Massa seca da raiz (A), espigas (B) e total de plantas (C) tratadas com Trichoderma
asperellum diluido nas concentracdes 1%, 5% e 10% no experimento de semeadura
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Fonte: Autoria propria (2022).

Foi verificado no canteiro T.asperellum 10% a presenca de algumas espigas
atacadas pelo fungo Ustilago maydis (DC.), conhecido popularmente como carvao-
do-milho, € uma doenca encontrada em algumas regides da América Latina, Central
e México (Embrapa, 2016), porém também apreciada e consumida no mercado de

iguarias no mundo todo (Figura 20).
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Figura 20 - Aspecto de espiga tratada com Trichoderma 10% no experimento de semeadura,
atacada pelo fungo Ustilago maydis (DC

Fonte: Autoria propria (2022).

6.3 Temperatura e precipitacao

A temperatura média foi de 25°C e a precipitacao total foi de 551.7mm durante
o ciclo de plantio, os meses mais chuvosos foram os meses de outubro e dezembro
(Figura 21).

Figura 21 - Correlacéo temperatura e precipitacdo durante o ciclo de plantio.
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7 DISCUSSAO

O teste de germinacao da ao produtor um panorama sobre a qualidade de suas
sementes e dos produtos aplicados nas lavouras. Grande parte dos tratamentos
empregados neste ensaio apresentaram resultados superiores ao tratamento controle
principalmente nos parametros de massa seca total de plantulas. Nos demais
parametros, as acfes dos microrganismos como bioestimulantes no processo de
germinacao ocorreu de forma variavel. Entre as quatro concentracdes analisadas
(controle, 1%,5% e 10%) sobre nove variaveis analisadas (TG, IVG, TMG, massa
fresca e seca de plumulas, radiculas e total de plantulas) a cepa Trichoderma
apresentou maiores incrementos, sendo superior nos parametros de massa fresca e
seca de plumulas e massa fresca total de plantulas.

Resultados semelhantes foram observados pelos autores Cardore et al., (2014)
em um ensaio com plantulas de arroz (Oryza sativa), foi observado um vigor maior na
germinacdo dos embrides e maiores pesos de massa fresca e seca nas plantulas
tratadas com 0,1ml do bioformulado Trichodel. Do mesmo modo, Romagna, Karsburg
e Pinto (2019) verificaram que a inoculacdo de Trichoderma 2% promoveu um maior
estimulo na emissdo de radiculas de cenouras (Daucus carota) e alface (Lactuca
sativa). Por fim, Bertolin et al., (2018) em ensaios com a espécie Paspalum regnellii
inoculada com Trichoderma harzianum observaram que a inoculagdo com a estirpe
nao influenciou no vigor de emergéncia de plantulas, porém foram observados
resultados superiores no tamanho da parte aérea e das radiculas na concentracao de
30 x 10° UFC/ml do inoculante.

Segundo Sanchés (2019) a acdo de Trichoderma contribui para uma
emergéncia mais rapida de plantulas, aceleracdo da prematuridade do periodo de
floracdo e incrementos no niumero de folhas por planta. Além disso, a inoculacéo deste
fungo pode aumentar o tamanho de frutos e fornecer um ciclo de vida mais alongado
aos vegetais, corroborando de forma parcial com as observacdes feitas no teste de
germinacao deste estudo. Ramirez et al., (2014) argumenta que a rapida emergéncia
de plantulas esta relacionada a acao do fungo nos tecidos meristematicos primarios,
0 que pode contribuir com uma melhor assimilagcdo de nutrientes, promovendo o
aumento das raizes laterais e contribuindo no aporte de antocianinas nas folhas,
resultando em maiores atividades fotossintéticas e em plantulas maiores e mais

vigorosas.
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Em relacdo as sementes tratadas com Bacillus subtilis, foram observados
resultados significativos apenas nos parametros de massa fresca de radiculas. Os
resultados limitados obtidos neste ensaio divergem em alguns aspectos aos
resultados encontrados na literatura.

Os autores Romagna, Karsburg e Pinto (2019) trabalhando com a germinacao
de plantulas olericolas como alface, cenoura e tomate (Solanum lycopersicum),
obtiveram resultados significativos no peso de radiculas de cenoura, alface e no
acumulo de massa seca em plantulas de tomate, utilizando a dose de 2% do peso
amostral. Entretanto, os mesmos autores concluiram gque a estirpe retardou o tempo
de germinacéo, reduziu o tamanho da parte aérea e o acumulo de matéria seca em
plantulas de alface.

Domingues et al., (2019) em seus ensaios com a cultura soja (Glycine max)
observaram um maior vigor na germinacdo e na massa fresca de radiculas em
plantulas tratadas na dose 1 x 103 UFC/ml associada a doses crescentes de acido
hamico. Entretanto, esse mesmo autor verificou que ndo haver diferenca nos
parametros de massa fresca da parte aérea. Por fim, Oliveira et al., (2016) analisando
lotes de alto e baixo vigor de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) verificou um
aumento no comprimento de plantulas, nas raizes primarias e na massa seca em
sementes de alto vigor inoculadas com 1 x 10° UFC/ml da estirpe.

O resultado obtido neste trabalho, pode ser explicada pela baixa fonte de
carbono e nutriente no meio, somada a variacdo da temperatura nas camaras de
germinacao, o que pode ter afetado diretamente na biomassa bacteriana da estirpe
(YAMILETH, 2019). Entretanto, estudos apontam que a inoculacdo de sementes com
Bacillus tém proporcionado respostas significativas no sistema radicular de plantulas,
estabelecendo mudas mais velozes, contribuindo para uma melhor absorcéo de agua
e nutrientes, melhores formacdes de raizes laterais e melhor uniformidade (RAACH,
BONALDO e OLIVEIRA, 2013). Para finalizar, os autores Romagna, Karsburg e Pinto
(2019) concluiram que a inoculagdo de Bacillus nas culturas, tende a deixar as
plantulas mais rasticas e aptas para sobreviverem as condi¢des adversas.

Em relagdo ao tratamento com Azospirillum brasilense, houveram resultados
positivos nos parametros massa fresca e seca total de plantulas, corroborando
também de maneira parcial com 0s escritos de outros autores.

Um ensaio realizado por Dartora et al., (2013), com plantulas de milho - Zea

mays (L.) e trigo - Triticum aestivum (L.) tratadas com os principios ativos fungicida e



45

inseticidas comerciais e inoculadas com estirpes de Azospirillum Ab-V5, Ab-V6,
Hm53, SFO e IC26, observaram que a taxa de germinacéo de milho nao diferiu entre
os tratamentos, porém, houve um aumento na quantidade de radiculas emergidas no
tratamento com IC26 e incrementos na massa seca de raizes nos tratamentos com
Ab-V5, Ab-V6. Nas plantulas de trigo, apenas o tratamento com Ab-V6 apresentou
maiores quantidades de radiculas formadas. Por fim, os autores concluiram que nem
todos os fungicidas e inseticidas podem ser nocivos a capacidade de colonizagéo
dessa espécie.

Conjuntamente, os autores Cardore et al., (2016) trabalhando com a cultura
do arroz e testando algumas doses de bioformulados comerciais a base de
Azospirillum verificaram que o tratamento de sementes na dose 0,05 ml de Masterflix
2 x 108 UFC/ml com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, contribuiram em uma germinagdo
mais vivaz, porém ndo houve contribui¢cdes significativas nos parametros de massa
fresca e seca da parte aérea e no comprimento das plantulas. Para finalizar, os
autores Mazzuchelli, Sossai e Aradjo (2014) em um ensaio com a cultura do milho
exposta a acdo de fitonematdides Meloidogyne e Pratylenchus, utilizaram a co-
inoculacao de Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense no tratamento de sementes e
na aplicacédo via sulco de plantio, observaram que ndo houve um controle populacional
de nematdides, além disso, a co-inoculacao propiciou uma reducao no peso fresco da
parte aérea das plantas, sendo apenas verificado incremento na altura das plantas.

Cassan et al., (2009) afimam que a influéncia de Azospirilum no
desenvolvimento de plantulas ocorre devido a penetracdo da bactéria no togumento
das sementes melhorando a absorcdo de agua e nutrientes. Gomez et al., (2014) cita
gue os efeitos observados nas plantas inoculadas com Azospirillum depende da
concentracdo do inoculante, sendo 1 x 10° UFC/ml uma dose inibitéria ao
crescimento de raizes, o autor finaliza que 1x 108 UFC/ml é uma dose
recomendada.

Sucintamente, os diferentes resultados obtidos no ensaio de germinacéo,
podem ter ocorrido por diferentes fatores. De acordo com Embrapa (2021), a
temperatura ideal para germinacéo de sementes de milho compreende a faixa de 25°C
a 30°C, sendo temperaturas acima de 40°C inibitérias ao desenvolvimento de
plantulas e abaixo de 10°C retardam a germinacdo dos embrides, além disso, o éxito
no estabelecimento de plantulas também esta ligado a qualidade das sementes
Romagna, Karsburg e Pinto (2019). Grande parte dos beneficios proporcionados pela
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inoculacdo de microrganismos, ocorrem no estagio inicial de desenvolvimento
Vasconcelos et al., (2016) conclui que as grandes contribuicdes fornecidas pelos
microrganismos podem se dar em periodos de escassez nutricional.

Na semeadura os melhores resultados observados foram no tratamento com
Trichoderma 5%. Embora a inoculacdo desse organismo tenha promovido
incrementos significativos nos parametros altura das plantas, massa fresca e seca das
espigas, massa fresca e seca total das plantas, os resultados obtidos nesta pesquisa
ndo alcancaram uma produtividade equipardvel aos resultados observados nos
sistemas de plantio convencionais.

A acao de Trichoderma como bioestimulante em plantas pode variar de acordo
com a cultura vegetal e a espécie de organismo isolada (BARRETO, 2019). Os fungos
do género Trichoderma possuem diversas aplicagdes (ETHUR et al., 2012), entre os
aspectos mais elucidados destacam-se atuacdo no controle biolégico de
fitopatdgenos, em seguida o um melhor desempenho no estagio inicial no
desenvolvimento de plantulas (CHAGAS JUNIOR et al., 2015; BONONI et al., 2020).

Os resultados superiores no peso das espigas podem ser explicados pela
facilitacdo na absorcéo de nitrogénio (FERREIRA et al., 2011) resultando em maiores
incrementos proteicos, além de contribuir no desenvolvimento total da planta. Além
disso, o aporte de auxinas, excretado pelo fungo pode aumentar a atividade da enzima
ACC que catalisa a conversdo de S-adenosil metionina precursor do etileno nas
plantas, o aporte de giberelinas e acido abscisico pode ter refletido numa maturagéo
precoce dos frutos conforme observado nos canteiros (HERMOSA et al.,, 2012;
ZUNIGA et al., 2013; SILVA, 2019).

Devido a sua atuagdo como bioestimulante no sistema radicular através
sintetizagcdo de fitohormobnios auxinas - AIA (&cido indolacético) na rizosfera de
plantas, responsavel pelo crescimento radicular, o Trichoderma pode ter contribuido
em uma melhor assimilacdo de nutrientes essenciais como fosfato responsavel pelo
melhor desenvolvimento de raizes (OLIVEIRA et al., 2017; SILVA, 2019; FRANCO et
al., 2012).

Em relacéo a altura das plantas, os autores Chagas et al., (2016) relatam que
a acdo do Trichoderma na solubilizagdo de fosforo inorganico contribui no
metabolismo, no armazenamento e transferéncia de energia da célula, além do
processo de respiracdo celular e na fotossintese, essenciais ha manutencéo para a

sobrevivéncia dos vegetais, ademais, a acdo de giberelinas permite o alongamento
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de entrends, o que podem ter contribuido no parametro de altura das plantas
observadas nos canteiros (HANNAN et al., 2013; CHAGAS et al., 2016; SILVA, 2019).

Por fim, o aumento nas massas frescas e seca pode ser explicado pela
producdo de AIA (4cido indolacético) na regido da rizosfera, sendo este um
fitohormdnio responsavel pelo aumento da parte aérea das plantas (OLIVEIRA et al.,
2017). O namero de folhas por planta embora abaixo do esperado, permitiu as plantas
uma maior absorcdo de luz e por consequéncia, melhores desempenho na
fotossintese e aporte de carbono (YAMILETH, 2019).

A inducdo a resisténcia a estresses abioticos e hidricos que o microrganismo
proporcionou, impediu que mesmo com a escassez hidrica, exposicdo a as altas
temperaturas e a umidade do ar abaixo de 50% durante o ciclo, ndo interferissem na
mortandade de plantas ou nas quebras no colmo (CAMUZZATO, 2022).

O tratamento da parte aérea com Trichoderma nas concentracdes 1%, 5% e
10% nao foi capaz de inibir a acdo de pragas como Astylus variegatus, Elasmopalpus
lignosellus, Dichelops sp., Rhopalosiphum maidis, Spodoptera frugiperda e
Formicidae. No entanto, a aplicacao teste do inoculante 1% Chromobacterium durante
a fase de infestacdo promoveu uma reducéo nas populacdes de percevejos, lagartas
e formigas.

Em relacdo aos fatores climaticos sobre o desempenho da cultura a campo, a
baixa precipitacdo resultou no suprimento por regas diarias no periodo da tarde. A
baixa restricdo hidrica, somada a baixa umidade do ar podem ter contribuido para
reducdo das plantas de um modo geral, pois um menor elongamento celular pode
resultar na diminuicdo da taxa fotossintética e por consequéncia reduzir o
metabolismo das plantas (EMBRAPA, 2018).

A Embrapa (2021) analisando o comportamento da cultura do milho, a
temperaturas entre 24°C e 30°C entre os estagios de germinacédo VE a Floracdo R1
promovem um melhor estabelecimento e desenvolvimento da cultura em campo,
também foram verificados incrementos significativos de massa seca e rendimento de
graos na temperatura de 21°C e portanto, os autores concluiram que temperaturas
acima de 26°C aceleram a fase de floracdo e temperaturas abaixo de 15°C retardam
o desenvolvimento das plantas no campo. Do mesmo modo, a quantidade requerida
de a4gua para a cultura ao longo de seu ciclo esta em torno de 600mm, com médias
de 2,5 mm/dia. Durante as fases de espigamento e maturacdo a estimativa € que a

exigéncia de agua dobre, ou quadruplique se a umidade do ar estiver abaixo de 50%.
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Estudos feitos por Jungles et al., (2014) com sementes de milho inoculadas
com Trichoderma, testadas via microbiolizacdo, peculizacdo e restricdes hidricas,
concluiram que a restricdo hidrica proporcionou uma melhor microbiolozacdo das
sementes e que a restricdo hidrica somada a técnica de peliculizagdo proporcionou
um melhor biocontrole de patdgenos associados as sementes e mantendo estavel o

vigor das plantulas de milho.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa, denotaram resultados significativos no

teste de germinacéo, na semeadura em campo os dados observados indicaram uma

menor maximizac¢ao na cultura do milho devido a sua performance em campo. Diante

disso, alguns fatores, precisam ser considerados:

VI.

O melhor custo-beneficio na etapa de germinacdo ocorreu no tratamento
Trichoderma 1%, entretanto, a concentracdo Trichoderma 10% deixaram as
plantulas emergidas com um tamanho maior em relacdo aos demais
tratamentos;

O tratamento com Bacillus 5% no teste de germinacdo, reduziu
consideravelmente o tempo de brotamento das sementes;

No campo o melhor desempenho na semeadura ocorreu na concentragao
Trichoderma 5%;

As plantas tratadas na concentracdo Trichoderma 10% tiveram maiores
tamanhos no primeiro més. Entretanto, grande parte das plantas apresentaram
tamanhos inferiores a 1.30 metro no final do ciclo de plantio;

Ensaios de co-inoculagao entre Bacillus 5% e Trichoderma 5% podem ser mais
viaveis nos parametros de velocidade de germinacao e incrementos de massa
fresca e seca de plantas e raizes na semeadura em campo;

Pesquisas que detalhem os mecanismos de acdo direta dos microrganismos

sobre as estruturas das plantas precisam ser mais aprofundadas.
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22 - Aspectos de plgntas expostas a temperatura e umidade.

s

T s e
Fonte: Autoria propria (2022)

Figura 23 - Avistamento de pragas
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Fonte: Autoria propria (2022).
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Figura 24 - Aspecto de plantulas tratadas com Trichoderma
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Legenda: Disposicao de tratamentos da Direita para & Esquerda: 10%, 5%, 1% e
controle. Fonte: Autoria prépria (2022)
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