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RESUMO

Trichoderma spp. é fungo cosmopolita se caracteriza por colonizar porcdes rizosfericas do
solo e estabelecer interacdes simbidticas com a planta, que desencadeiam alteracoes
metabolicas levando a promocdo de crescimento e inducdo de crescimento, dessa forma este
género fungico se apresenta com potencial inovador para aplicacGes biotecnoldgicas na
agricultura e a descoberta de novos isolados pode elevar ainda mais os potenciais de
biotecnologias sustentaveis para a regido. Isolar e caracterizar bioquimicamente cepas de
Trichoderma spp. do ecétono Amazonia - Cerrado para promocdo do crescimento na cultura
do milho. A coleta das amostras de solo foram realizadas no estado do Maranh&o na regido de
transicdo Amazodnia - Cerrado. Os isolados de Trichoderma foram obtidos através do método
de diluicdo seriada. A caracterizagcdo bioguimica foi realizada através da quantificacdo da
solubilizacdo de fosfato e producdo de AIA. Para solubilizacdo de fosfato, todos os isolados
de Trichoderma obtidos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura
BDA. A promocdo do crescimento foi realizada através de ensaio em casa de vegetacdo em
delineamento inteiramente casualizado, via microbiolizacdo de sementes e rega no solo na
concentracdo de 10”. Foram avaliados os paramentos de comprimento de parte aérea e sistema
radicular, teor de clorofila com spad e biomassa. Todos os dados coletados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as medias comparadas por intermédio do teste de tukey (p
<0.05), utilizando-se o software SPSS Statistics 21.

PALAVRAS-CHAVE: Agricultura.; Biocontrole.; Sustentabilidade.

INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) esta entre os principais cereais cultivados em todo o mundo,
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fornecendo produtos utilizados para a alimentagcdo humana, animal e matérias - primas para a
indUstria, principalmente em funcdo da quantidade e qualidade das reservas acumuladas nos
grdos. A producdo de milho desempenha papel de suma importancia no desenvolvimento
socioecondémico de muitos paises pela diversificacdo de suas utilizacbes, como produtos
alimentares e importante fonte de etanol (Guedes et al., 2021).

No Brasil, grande parte da producdo de milho é na forma de grdos. No entanto a
producdo de milho para consumo verde vem despertando interesse de agricultores que vivem
proximos dos grandes centros urbanos, haja vista que aumenta cada vez mais a procura desse
produto pelo consumidor (Menegaldo, 2018). No estado do Maranhdo, o milho-verde é parte
da economia dos agricultores familiares e dos micros e pequenos negdcios de produtos
horticolas. Muitas de familias, tanto do meio rural quanto urbano, ttm no milho-verde uma
fonte certa para geracdo de renda (Embrapa, 2020).

Tecnologias que utilizam agentes bioldgicos para 0 manejo de plantas cultivadas
estdo ganhando espago no campo e conquistando a confianga dos agricultores. O género
Trichoderma (Filo: Ascomycota; Classe: Sordariomycetes; Ordem: Hypocreales; Familia:
Hypocreaceae) inclui espécies de importancia econdémica para a producao de antibidticos e
enzimas com atividade de controle biolégico e de estimulo do crescimento em vegetais
(Hoyos-Carvajal; Orduz; Bissett, 2009), sdo cosmopolitas e apresentam importantes fungdes
ecologicas, pois participam da decomposicdo e mineralizacdo de residuos vegetais (Menezes,
2009).

Os fungos do género Trichoderma spp. presentes com frequéncia em solos de regides
de clima temperado e tropical, podendo ser isolados das porcdes rizosfericas do solo onde
estdo presentes com grande quantidade de micélio; também colonizam madeira, onde
frequentemente é encontrada a fase sexual, teleomérfica (género Hypocrea) (Machado, 2012).

A inoculacdo com Trichoderma aumenta o crescimento das plantas, especialmente
das raizes (Harman, 2000; Shoresh; Harman; Mastouri, 2010), tornando-as mais profundas e
robustas (Shoresh; Harman; Mastouri, 2010). Tais melhorias no desenvolvimento das raizes
sdo frequentemente associadas ao aumento da biomassa e produtividade (Harman, 2004).
Trichoderma spp. pode solubilizar nutrientes para as plantas (efeito indireto) e também
induzir as plantas a absor¢do de mais nutrientes (efeito direto) ((Shoresh; Harman; Mastouri,
2010). Os efeitos do Trichoderma na promoc¢édo do crescimento tém sido evidenciados pelo

aumento da biomassa, pela absorcéo e translocacdo de nutrientes como P, Zn, Mn e Fe, pelo
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aumento da resisténcia a estresse bidtico e abiotico, pela promocdo de geminagdo de sementes
e pelo aumento da produtividade (Hoyos-Carvajal; Orduz; Bissett, 2009).

A presenca de Trichoderma na rizosfera evoca uma resposta protedmica e metabélica
na planta (Mukherjee et al., 2012) e aumenta a eficiéncia fotossintética em 20 plantas tratadas
(Mastouri, 2010). T. harzianum T22 proporcionou alteragdo protedmica em plantas de milho
inoculadas, tendo sido identificadas 117 proteinas que tiveram maior expressdo, sendo que
alguns processos foram mais afetados que outros. As proteinas com alteracdes significativas
foram aquelas envolvidas na respiracdo e fotossintese (Shoresh; Harman, 2008).

A diversidade de espécies desse género ainda ndo é totalmente conhecida, e a
descoberta de novas espécies pode ampliar a possibilidade de exploracdo de seu grande
potencial biotecnolégico. No Maranhdo a regido de transicdo entre os biomas Amazénia e
Cerrado é caracterizada pela alta diversidade de ecossistemas e biodiversidade (Silva, 2016),
se apresentando ambiente favordvel para isolamento de cepas de Trichoderma spp. Dessa
forma o trabalho se mostra relevante uma vez que visa fornecer subsidios para
desenvolvimentos de novas tecnoldgicas a partir do isolamento e caracterizacdo de novas
cepas de Trichoderma spp. com mecanismos de acdo e metabolismo secundario adaptados a
regido do ecotono, assim novas bioformulagbes podem ser desenvolvidas e empregadas
dentro do manejo integrado de culturas agricolas como a cultura do milho, com vistas a

sustentabilidade do meio ambiente.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal e Sementes do Centro de
Ciéncias Agrérias (CCA) da Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhédo
(UEMASUL). As amostras de solo rizosférico para obtencdo de cepas de Trichoderma spp.
foram realizadas no estado do Maranhdo na regido do écotono Amazodnia - Cerrado, apos a
coleta as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e levada ao laboratodrio,
permanecendo a uma constante refrigeracdo até ser utilizado nos ensaios de isolamento
(Figura 1).
Figura 1 - Acondicionamento do solo em sacos plasticos para uma constante refrigeracdo em

laboratdrio e pesagem do solo para a realizagao do processo de diluigéo seriada.
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Fonte: Autor (2023).

Os isolados de Trichoderma spp. foram obtidos através do método de diluicdo seriada,
sendo diluidos 10 g de cada amostra de solo rizosférico em 90 ml de &4gua destilada estéril. A
solucdo de solo obtida foi agitada por 10 minutos a 85 rpm até se tornar uma suspensao
homogénea. As diluicdes foram procedidas nas concentracdes 10 a 10° e em seguidas
plaqueadas 100pl da suspensdo de solo em placas de Petri contendo meio de BDA (Batata
Dextrose - Agar) e espalhada com auxilio de alga de Drigalski. As placas foram mantidas a
+25°C sob uma luz continua e apds 48 horas foi realizada a contagem das coldnias na diluicdo
onde as mesmas encontrarem-se isoladas (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Processo de diluicdo seriada Figura3- Realizacdo de umas das etapas
constituintes para efetuacdo do

realizada ante aos solos coletados. . .
isolamento de Trichoderma spp.

Fonte: Autor (2023). Fonte: Autor (2023).

Os isolados foram submetidos a caracterizacdo bioquimica em ensaio de delineamento
inteiramente casualizado, para solubilizacdo de fosfato foi realizada utilizando-se fosfato de
calcio tribasico como fonte de fosfato, e incubados por um periodo de 48 horas.

Para a promocdo de crescimento, o experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualisado, o0s tratamentos foram constituidos pelos isolados de Trichoderma
spp. obtidos segundo item 4.1 e aplicados via microbiolizacdo de sementes e rega no solo,
conforme metodologia descrita por Silva et. al. (2012).

Aos 20 dias apés a emergéncia, imediatamente antes, das quantificagdes de
comprimento e acimulo de biomassa, foi feita a leitura correspondente ao teor de clorofila na

folha com o clorofildmetro (SPAD, Minolta Corp. Japdo), no foliolo terminal da quarta folha
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a partir do apice da haste principal de duas plantas representativas de cada parcela. Em cada
folha serdo efetuadas leituras com o clorofilémetro (Figuras 4 e 5). Em seguida foram
coletadas 5 plantas de cada tratamento para quantificacdo dos parametros de comprimento de
parte aérea e sistema radicular e biomassa. Essas plantas foram lavadas, onde logo em seguida
foi determinado o comprimento da parte aérea (cm) e comprimento da raiz (cm). As amostras
foram levadas em estufa a 70 graus até atingir o peso constante e em seguida pesadas para
determinacéo do acimulo de massa seca das raizes e da parte aerea.

Figura 4 - Plantio da cultura do milho em casa de vegetacao.

Fonte: Autor (2023).

Figura 5 - Determinacdo do comprimento da raiz e comprimento da parte aérea.

Fonte: Autor (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir do método de diluicdo seriada das amostras de solo coletadas na regido do
écotono Amazénia — Cerrado foram isolados 11 cepas de Trichoderma spp.,conforme segue a

tabela abaixo.

Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp.

N° Local de coleta Localizacdo geogréfica Vegetagdo Isolado




UEMASUL

0
Il

Universidade Estadual
da Regido Tocantina
do Maranhao

HP ENS

VI Semana Académica de Pesquisa, Inovacao e Extensdo da UEMASUL

07 a 09 de novembro de 2023- Imperatriz - MA

S w
1 Gov. Edson Lobdo | 5° 44'58" 47°21'33" | Pastagem TRO1
2 Séo Miguel, TO 5°33" 17" 47° 34' 31" | Pastagem TR02
3 Cidelandia 5°9'8" 47° 44' 6" Vegetacdo Nativa | TR03
4 Carolina 1 7°20'16" 47° 28' 4" Pastagem TRO4
5 Carolina 2 7°20' 16" 47° 28' 4" Pastagem TRO5
6 Carolina 7°20'16" 47° 28' 4" Vegetacdo Nativa | TR06
7 Porto Franco 6° 20' 29" 47° 24' 6" Vegetacdo Nativa | TRO7
8 Porto Franco 1 6° 20' 29" 47° 24' 6" Pastagem TRO8
9 Porto Franco 2 6° 20' 29" 47° 24' 6" Pastagem TRO9
10 Porto Franco 6° 20' 29" 47° 24' 6" Floresta TR10
11 Imperatriz Pastagem TR11

Fonte: Autor (2022).

Tabela 2. Comprimento da parte aérea e raiz e acimulo de biomassa.

Comprimento

N°  Tratamento Clorofila Parte Aerea Raiz Biomassa
1 TR1 24,05a 11,75¢ 17,50a 2,59a
2 TR2 19,37a 12,00abc 24,50a 3,05a
3 TR3 22,67a 13,75abc 24,00a 2,59a
4 TR4 25,27a 14,00abc 27,25a 5,18a
5 TR5 24,47a 14,75abc 29,00a 2,69
6 TR6 25,30a 14,75abc 35,00a 4,75a
7 TR7 23,97a 15,50a 31,00a 5,08a
8 TRS8 26,25a 13,25abc 21,25a 2,89a
9 TR9 27,17a 16,00a 23,25a 2,67a

10 TR10 25,72a 15,25abc 28,50a 5,42a
11 TR11 29,60a 14,25abc 28,50a 4,29
12 TR12 21,97a 13,00abc 23,50a 3,25a

R

GOVERNO DO
MARANHAO

De acordo com os dados analisados das plantas de milho aos 20 dias ap6s plantio

pode - se observar que somente a avaliacdo para comprimento de parte aérea apresentou

diferenga significativa, com incremento no crescimento das plantas submetidas aos

tratamentos TR7 e TR9, respectivamente.

Inimeros trabalhos mostram o efeito benéfico de espécies de Trichoderma spp. no

desenvolvimento vegetal em diversas culturas agricolas. No bojo dessa discussdo Lima (2023)
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observou maiores médias ante ao comprimento da parte aérea e comprimento total de plantas
de arroz tratadas com Trichoderma spp.

Em conexdo com as consideragdes acima citadas, Adkins (2010), trabalhando com
crescimento de tomates tratados com isolados de Trichoderma spp. observou que o fungo
promoveu maior crescimento de plantas, maior acimulo de massa fresca e seca total. Assim,
percebe — se que a capacidade de um isolado de Trichoderma spp. de promover o
crescimento de plantas atribuisse ao seu material genético, dessa forma, 0 mesmo pode conter
distintas respostas.

Partindo dessa premissa, faz — se relevante frisar a tamanha essencialidade que se tem
através da obtencdo dessas onze cepas de Trichoderma ja isoladas com a realizacdo deste
trabalho cientifico, visto que podem ser usado na cultura do milho, alvo da pesquisa feita e
por intermédio ainda podem ser utilizadas na formulacdo de bioprodutos de baixo custo, seja
na reducdo de riscos ambientais gerados pela a utilizacdo excessiva ou inadequada de
defensivos agricolas, sejam no aumento da produtividade em geral, influenciando na
diferenciacdo do produto, na reducdo perante a intensa dependéncia de fertilizantes minerais,
na acao inibitoria em determinadas doencas, na evolugdo ante a uma agricultura sustentavel e

na diminuicdo dos custos feitos pelo agricultor mediante ao planejamento da safra.

CONCLUSOES

Em virtude do que foi mencionado nos resultados deste trabalho, é absolutamente
imprescindivel afirmar que avaliacfes em estagios mais avancados tendem a apresentar mais
diferencas significativas entre os isolados e os parametros de promocdo de crescimento
avaliados, devido ao estabelecimento da interacdo e especificidade entre o microrganismo

hospedeiro.
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