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RESUMO

A acdo benéfica propiciada pela interacdo simbidtica entre espécies de plantas e
microrganismos do solo é conhecida e relatada em diversos trabalhos, principalmente
em se tratando de nutricdo de plantas e condicionamento da rizosfera. Dentre esses
microrganismos, destaca-se o género Azospirillum, com efeitos benéficos que vao
desde a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) a sintese de hormdnios como o &cido
indolacético (AlA). Alguns fungos também podem apresentar beneficios agricolas. A
exemplo disso, os fungos do género Trichoderma, apresentam resultados positivos
guanto ao crescimento vegetal, influenciando positivamente na germinacdo das
sementes e no desenvolvimento geral da cultura. A cultura da alface (Lactuca sativa
L.) € uma planta herbacea, anual, pertencente a familia Asteraceae, ela representa
50% de toda a producdo e comercializagdo nacional do segmento das olericolas
folhosas. A qualidade de germinagcdo e emergéncia na cultura da alface € a principal
caracteristica produtiva, uma vez que o ciclo de vida da cultura é considerado curto.
Dessa forma o presente trabalho teve por fundamento mensurar os efeitos da
utilizacdo destes microrganismos, sobre a germinacao e desenvolvimento inicial de
plantulas de alface. A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Fisica do Solo, na
Universidade Federal da Fronteira Sul em Laranjeiras do Sul - Parana. De junho de
2022 a agosto de 2022. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), o qual contou com 10 tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 40
unidades experimentais. Os tratamentos utilizados foram os seguintes: TO:
Testemunha; T1; Azospirillum brasilense na proporgdo 1:100 ; T2: Azospirillum
brasilense na proporcao 1:133 ; T3: Azospirillum brasilense na proporcéo : 1:200 ; T4:
Azospirillum brasilense na proporgao 1:400 ; T5: Azospirillum brasilense na proporcéo
1:100 + Trichoderma harzianum na proporcao 1:100 ; T6: Azospirillum brasilense na
propor¢do 1:133 + Trichoderma harzianum na proporgédo 1:100 ; T7: Azospirillum
brasilense na propor¢cédo 1:200 + Trichoderma harzianum na propor¢cdo 1:100 ; T8
Azospirillum brasilense na proporgéo 1:400 + Trichoderma harzianum na propor¢ao
1:100, T9 Trichoderma harzianum na proporcao 1:100. As plantulas foram avaliadas
guanto as medidas de area foliar, diametro, area e comprimento de raiz. Além disso
foi avaliado a porcentagem de germinacdo e calculado o indice de velocidade de
germinacdo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia individual,
sendo as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico SISVAR® . A utilizacdo de Azospirillum brasilense
no desenvolvimento inicial da cultura do alface, promove resultados positivos para o
sistema radicular e parte aérea. No que se refere ao Trichoderma harzianum o
resultados sugerem efeito deletério para germinacdo e desenvolvimento inicial de
plantas, dificultando o estabelecimento e desenvolvimento da alface. Em relagdo a
associacao entre Azospirillum e Trichoderma, os resultados evidenciaram pouca agao
sinérgica entre bactérias.

Palavras-chave: Azospirillum, Trichoderma, Germinagéo, Hormonios.



ABSTRACT

The beneficial action provided by the symbiotic interaction between plant species and
soil microorganisms is known and reported in several works, mainly in the case of plant
nutrition and rhizosphere conditioning. Among these microorganisms, the genus
Azospirillum stands out, with beneficial effects ranging from biological nitrogen fixation
(BNF) to the synthesis of hormones such as indoleacetic acid (IAA). Some fungi may
also have agricultural benefits. As an example, the fungi of the genus Trichoderma,
present positive results in terms of plant growth, positively influencing the germination
of seeds and the general development of the culture. Lettuce (Lactuca sativa L.) is an
annual herbaceous plant belonging to the Asteraceae family, it represents 50% of all
national production and commercialization of the leafy vegetable segment. The quality
of germination and emergence in the lettuce crop is the main productive characteristic,
since the life cycle of the culture is considered short. Thus, the present work was based
on measuring the effects of the use of these microorganisms on the germination and
initial development of lettuce seedlings. The research was conducted at the Laboratory
of Soil Physics, at the Federal University of Fronteira Sul in Laranjeiras do Sul - Parana.
From June 2022 to August 2022. A completely randomized design (DIC) was used,
with 10 treatments and 4 replications, totaling 40 experimental units. The treatments
used were the following: TO: Control; T1; Azospirillum brasilense in a 1:100 ratio; T2:
Azospirillum brasilense in the proportion 1:133 ; T3: Azospirillum brasilense in the
proportion : 1:200 ; T4: Azospirillum brasilense in the proportion 1:400 ; T5:
Azospirillum brasilense in the proportion 1:100 + Trichoderma harzianum in the
proportion 1:100 ; T6: Azospirillum brasilense in the proportion 1:133 + Trichoderma
harzianum in the proportion 1:100 ; T7: Azospirillum brasilense in the proportion 1:200
+ Trichoderma harzianum in the proportion 1:100 ; T8 Azospirillum brasilense in the
proportion 1:400 + Trichoderma harzianum in the proportion 1:100, T9 Trichoderma
harzianum in the proportion 1:100. The seedlings were evaluated in terms of leaf area,
diameter, area and root length. In addition, the germination percentage was evaluated
and the germination speed index was calculated. The data obtained were submitted to
individual analysis of variance, and the means were grouped by the Scott-Knott test,
at 5% probability, using the SISVAR® statistical program. The use of Azospirillum
brasilense in the initial development of the lettuce crop, promotes positive results for
the root system and shoot. With regard to Trichoderma harzianum, the results suggest
a deleterious effect on germination and initial development of plants, hindering the
establishment and development of lettuce. Regarding the association between
Azospirillum and Trichoderma, the results showed little synergistic action between
bacteria.

Keywords: Azospirillum, Trichoderma, Germination, Hormones.
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1.INTRODUCAO

Desde o surgimento das plantas como as conhecemos, a interagdo com 0s
microrganismos do solo decompositores de matéria organica, em sua totalidade
sempre foi benéfica pela acdo simbidtica entre as espécies, principalmente em se
tratando de nutricdo de plantas, promovendo a ciclagem de nutrientes e permitindo o
reaproveitamento nutricional no formato de matéria organica para o solo. Para Leal et
al. (2021), os estudos com microrganismos avangcaram e passamos a compreender
boa parte de suas interacbes com as plantas, denotado a importancia, além da
nutricional, mas também condicionadores da rizosfera para melhores resultados de
absorcéo de agua e elementos minerais.

Dentre os microrganismos, podemos destacar a utilizacdo na agricultura de
cepas bacterianas fixadoras de nitrogénio, o exemplo mais classico e bem mais
estudado em gramineas é o género Azospirillum, considerado de vida livre e presente
em quase todos os lugares da Terra. Esta bactéria sempre esta associada
simbioticamente ao sistema radicular das plantas, de modo a aproveitar as
substancias e acidos organicos exsudados pelo sistema radicular, facilitando o
processo de colonizacado radicular pelas bactérias. A resposta para esta associacéo,
beneficia as plantas em diversas formas, dentre elas podemos destacar a fixagéo
biolégica de nitrogénio (FBN) e a sintese de horménios que promovem o crescimento
e desenvolvimento do sistema radicular em plantas (CUNHA, 2016).

Vale destacar os iniUmeros estudos com microrganismos promotores de
crescimento vegetal (MPCV), encontrados na rizosfera das plantas, atraidos pelos
exsudatos radiculares (ODOH, 2017), atuando de diversas formas, como por exemplo
produzindo hormdonios vegetais, fixando nitrogénio, solubilizando fésforo, controle de
patogenos, entre outros (Suarez et al.,2014). A producdo de hormoénios vegetais
realizada por esses microrganismos, auxilia o crescimento das plantas, ajudando na
resposta a fatores ambientais, biéticos e abioéticos (Dodd et al.; 2010). Portanto, dentre
os horménios destaca-se o acido indolacético (AlIA), do grupo das auxinas,
responsavel pela divisdo celular, polarizacdo, expanséao e diferenciacéo celular, além
do desenvolvimento de 6rgdos, como raiz lateral e adventicia e dominancia apical
(LUDWIG-MULLER, 2015).
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Se valendo nas informacdes citadas no paragrafo anterior, alguns fungos
também podem representar resultados positivos nos cultivos agricolas. A exemplo
disso, os fungos do género Trichoderma, apresentam resultados positivos quanto ao
crescimento vegetal influenciando positivamente na germinacdo das sementes e
no desenvolvimento geral da cultura, principalmente pela capacidade de solubilizar
fésforo (OLIVEIRA et al.,, 2012; SILVA et al., 2012) e sintese de acido indol acético
(OLIVEIRA et al., 2012; CHAGAS et al., 2016), tendo grande importancia econémica
para a agricultura, também, por serem capazes de atuarem como agentes de controle
de fitopatdgenos de vérias plantas cultivadas e indutores de resposta a tolerancia de
doencas nas plantas (CONTRERAS CORNEJO et al., 2009; SANTOS et al., 2012;
SILVA et al., 2012; ASUMING BREMPONG, 2013).

Atualmente existem muitos estudos utilizando Trichoderma e Azospirillum em
culturas agricolas graniferas e que tem grande representatividade de produgdo no
Brasil, a exemplo, destaca-se o milho, trigo, sorgo, cana de acucar, algodao, soja e
girassol. Dentre as culturas olericolas, estes microrganismos podem contribuir com
melhores resultados de produtividade e qualidade, por meio de técnicas menos
onerosas no aspecto de adubacdao, influenciando no crescimento e desenvolvimento
das plantas. E em se tratando de modo geral na producdo de alimentos pereciveis,
podendo ser acometidos por doencas, fato que pode inviabilizar a comercializacao.

A alface (Lactuca sativa L.) € uma planta herbacea, anual, pertencente a familia
Asteraceae (Albuquerque Junior et al., 2016). Rica em vitaminas e sais minerais, a
alface € uma das hortalicas mais populares no mundo e no Brasil (Santos et al, 2019),
representando 50% de toda a producéo e comercializacédo nacional do segmento das
folhosas, com numeros que chegam a 1,5 milhdes de toneladas por ano (EXAME,
2021).

Geralmente, essa hortalica é produzida em pequenas propriedades na maioria
das vezes por agricultores familiares, que buscam um menor custo de producao
associado a melhoria das caracteristicas do solo e 0 aumento da qualidade dos
produtos oferecidos (Santos et al., 2019).

A alface é representada por diversas cultivares e de modo geral representa
ciclo curto, variando de 45 a 60 dias, dependendo da cultivar e época, dessa forma
necessita que 0s nutrientes, principalmente o Nitrogénio, por estar diretamente
relacionado aos processos de sintese proteica e fotoassimilados, estejam

prontamente disponiveis as necessidades das plantas no tempo certo. Tal fato € uma
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das condicbes responsaveis pela utlizacdo de altas doses de fertilizantes
nitrogenados no cultivo das hortalicas folhosas (NASCIMENTO et al. 2017).

A cultura da alface tem obtido grandes ganhos genéticos quanto a resposta
produtiva no campo e a grande variabilidade de cultivares adaptadas nas diversas
condi¢bes climaticas brasileiras e em atendimento as necessidades da demanda
consumidora da folhosa. Neste caso, ainda existem possibilidades para reducdo de
custo no campo viabilizado pelo condicionamento do solo, em favor de atender as

exigéncias de crescimento e desenvolvimento das plantas.

1.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho de pesquisa tem por fundamento mensurar os efeitos da utilizac&o
de microrganismos, sobre a germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de

alface.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O trabalho objetivou avaliar a acdo do Azospirillum brasilense em diferentes
concentracdes, e em associac¢do com o fungo Trichoderma harzianum na germinacéao
e desenvolvimento inicial de alface, em condi¢des controladas.

Averiguar se a inter-relagdo entre Azospirillum e Trichoderma apresenta
favorecimentos na germinacao e desenvolvimento da alface.

Avaliar em qual dos tratamentos se observa os melhores resultados para o

cultivo in vitro de alface.
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1.3 JUSTIFICATIVA

O efeito dos compostos secundarios produzidos em simbiose entre plantulas
de alface e microrganismos apresentam poucos estudos e resultados. A qualidade de
germinacao e emergéncia na cultura da alface é a principal caracteristica produtiva,
uma vez que o ciclo de vida produtiva da cultura € considerado curto, em comparacao
com as demais olericolas. Portanto, o estudo foi pertinente no intuito de trazer a
discusséo de resultados para uma das culturas mais importantes e consumidas no

Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A alface € uma das hortalicas mais populares no mundo e no Brasil tem grande
destaque pela facilidade de produzir e 6timos acompanhamentos para grande parte
das refeicbes (PEREIRA et al, 2021), representando 50% de toda a producéo e
comercializa¢do nacional do segmento das folhosas, com nimeros que chegam a 1,5
milhdes de toneladas por ano (EXAME, 2021). Segundo a Secretaria de Estado da
Agricultura e do Abastecimento (SEAB), em 2018 a alface assumiu a quinta colocacéao
no ranking das olericolas mais produzidas, com 104 mil toneladas, ficando atras
apenas da batata, mandioca, repolho e tomate. No ranking das olericolas de maior

valor econémico ficou em 42 colocacdo com R$ 155 milhdes.

No municipio de Laranjeiras do Sul - PR, segundo a SEAB/DERAL (2021), foi
registrada uma producéo de 12 toneladas, somando um total de R$ 23.679,96 no
mesmo ano. Segundo Brainer (2019), o cultivo de alface é uma fonte alternativa de
renda para pequenos produtores, jA que apresenta grande rentabilidade por area
cultivada, o que €& um fator relevante para a agricultura familiar de pequenos

municipios.

Visto a grande preferéncia de consumo entre as hortalicas e facilidade de
propagacao, alguns manejos paralelos aos sistemas tradicionais de producéo, podem
melhorar a sanidade do solo e das plantas por meio dos efeitos secundarios de
bactérias promotoras do crescimento de plantas, refletindo em reducéo de custo para
producdo ao longo dos anos, pelas sequéncias de utilizacdo de alguns

microrganismos de multipropésitos.

Dentre estes microrganismos, podemos destacar aqueles representados pelo
género Azospirillum, que segundo Hungria (2016), est4 englobado no grupo das
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), microrganismos que quando
associados as plantas sao benéficos devido a capacidade de colonizar superficies
radiculares, da rizosfera e da filosfera, bem como tecidos internos da planta. A autora
ainda afirma que, estes podem promover o crescimento das plantas por meio de varios
processos, incluindo a fixacao biolégica do nitrogénio (FBN), a sintese de hormoénios

de plantas.
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O género Azospirilum abrange um grupo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas de vida livre, de ampla distribuicdo geografica, ha relatos,
também, de que as bactérias desse género podem ser endofiticas facultativas
(Dobereiner & Pedrosa, 1987; Huergo et al., 2008). Os micro-organismos endofiticos
vivem intra ou intercelularmente sem causar danos aparentes a planta (JOO et al.,
2020; GOUVEIA et al., 2020)

A espécie Spirillum lipoferum foi inicialmente descrita por Beijerinck e, em 1978,
foi proposta a sua reclassificacdo como C, juntamente com a descricdo de duas
espécies, Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense (Tarrand et al., 1978).

No Brasil a eficiéncia agrondmica do Azospirillum foi comprovado em 2004 pela
Embrapa e somente em 2009 foi langado o primeiro inoculante comercial (HUNGRIA,
2016). Desde entdo, segundo a autora, uma série de trabalhos com resultados vém
sendo publicados com as duas principais estirpes, A. brasilense Ab-V5 e AbV6,

principalmente estudos com gramineas como milho, trigo e arroz.

Vérios trabalhos confirmam que Azospirillum produz fitohormbnios e que
estimulam o crescimento das raizes de diversas espécies de plantas (Hungria, 2016).
Tien et al. (1979), conseguiram verificar que os responsaveis pelo estimulo do
crescimento de raizes por A. brasilense eram o acido indol-acético (AlA), giberelinas

e citocininas.

Segundo a Embrapa (2016), O maior desenvolvimento das raizes pela acédo do
Azospirillum acaba resultando em outros fatores relatados em estudos, como o
aumento na absor¢cdo da &gua e minerais, maior tolerancia a estresses como
salinidade e seca, resultando em plantas mais produtivas e saudaveis. Provavelmente
pelo maior crescimento radicular e melhor nutricdo das plantas, também ha varios
relatos de maior tolerancia a agentes patogénicos de plantas (Correa et al., 2008).

Segundo Barassi et al. (2008), a inoculagdo com Azospirillum demonstrou em
ensaios, uma melhoria em parametros fotossintéticos das folhas, incluindo o teor de
clorofila e condutancia estomatica, maior teor de prolina na parte aérea e raizes,
melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de agua do apoplasto, maior

elasticidade da parede celular, maior producéo de biomassa, maior altura de plantas.

Bashan et al. (2006) relatam aumento em varios pigmentos fotossintéticos, tais

como clorofila a, b, e pigmentos fotoprotetores auxiliares, como violaxantina,
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zeaxantina, antoxantina, luteina, neoxantina e beta-caroteno, que resultam em
beneficios para a regido foliar, resultando em plantas mais verdes e com menor

estresse hidrico.

Também em ensaios conduzidos pela EMBRAPA, véarias dessas observacdes
foram confirmadas, maior producdo de raizes, maior altura de plantas e coloracao

mais verde pelo maior teor de clorofila, resultantes da inoculagdo com Azospirillum.

Em geral, a inoculacdo de Azospirillum promove alteracbes morfolégicas nas
raizes, influenciando no numero e comprimento de raizes laterais, de pélos
absorventes e area de superficie de raizes, pois essa bactéria promove aumento nos
de substancias diretamente relacionadas ao crescimento, por exemplo a auxina,
influenciando na promocao do crescimento (MOLLA et al., 2001; BASHAN et al., 2004)

Segundo a EMBRAPA (2011) As BPCP podem estimular o crescimento das
plantas de diversas maneiras, sendo as mais relevantes: capacidade de fixagcao
biolégica de nitrogénio (Huergo et al., 2008); aumento na atividade da redutase do
nitrato quando crescem endofiticamente nas plantas (Cassan et al., 2008); producéo
de hormonios como auxinas, citocininas (Tien et al., 1979), giberelinas (Bottini et al.,
1989), etileno (Strzelczyk et al., 1994) e uma variedade de outras moléculas (Perrig et
al., 2007); solubilizacdo de fosfato (Rodriguez et al., 2004); e por atuarem como
agentes de controle biolégico de patdgenos (Correa et al.,, 2008). Os beneficios
decorrentes da associacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs) podem ser verificados em diversas culturas, dentre as quais se destaca o

crescimento de raizes em alface (FREITAS et al., 2003)

Segundo a Embrapa (2011), os beneficios da inoculagdo com Azospirillum vao
além da fixac&o biolégica do nitrogénio, razéo pela qual as bactérias séo classificadas
como promotoras do crescimento de plantas. Em trabalhos com sementes de alface
inoculada com Azospirillum, Lima et al, (2017), obtiveram resultados positivos quanto
ao crescimento de altura da planta, a bactéria promoveu um aumento médio de 9,86%

em relacéo a testemunha.

Em um levantamento de ensaios conduzidos por 20 anos, Okon & Labandera-
Gonzales (1994) relataram que em 60% a 70% dos experimentos foram obtidos
incrementos na produtividade devido a inoculagdo, com aumentos estatisticamente

significativos na ordem de 5% a 30%. Em outro levantamento realizado na Argentina,
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com 273 ensaios de inoculagcdo com A. brasilense em trigo (Triticum aestivum L.), em
76% dos casos houve aumento médio na produtividade de 256 kg ha—1; em milho
(Zea mays L.), 85% dos casos responderam positivamente, com um aumento meédio
na produtividade de 472 kg ha-1 (Diaz-Zorita & Fernandez Canigia 2008). Os
resultados de outros experimentos conduzidos na Argentina e no Brasil nas Ultimas
décadas foram recentemente compilados e a grande maioria indica beneficios da
inoculacdo com Azospirilum no crescimento das plantas e/ou no aumento da

produtividade (Cassan & Garcia de Salamone, 2008).

O milho inoculado, o rendimento médio dos tratamentos inoculados foi de 3407
kg ha-1, 24% superior ao do tratamento controle. Além da economia com insumos, o0
uso de inoculantes contendo Azospirillum contribui para o ambiente e pode ser objeto
de negociagBes futuras no comércio de créditos de carbono Embrapa (2016). As
perspectivas também sdo de que, nos préximos anos, a eficiéncia agronémica da

inoculagdo com Azospirillum seja confirmada em outras plantas.

Os efeitos positivos a producdo de biomassa e ao crescimento de raizes
atribuidos ao Azospirillum brasilense foram, também, relatados por Madhaiyan et al.
(2010), os quais observaram a capacidade da bactéria em produzir auxina em meio
de cultura, tendo aumentado significativamente o comprimento de raizes em tomate e

pimentdo em relacdo aos tratamentos controle.

Trichoderma é um fungo natural do solo que vem sendo amplamente estudado
e frequentemente utilizado na producao agricola. Algumas espécies de Trichoderma
podem promover o crescimento de plantas, aumentar a germinagao e auxiliar no
processo de emergéncia de plantulas. Isso ocorre em uma relacdo aparentemente
simbidtica e ndo parasitaria entre o fungo e a planta, onde o fungo ocupa o nicho de
nutrientes, podendo influenciar no crescimento ou desenvolvimento, ou ainda suprindo
as necessidades nutricionais através da solubilizacdo de fosfatos, e
consequentemente influenciando positivamente na produtividade das culturas
(Contreras-Cornejo et al., 2016; Bononi et al., 2020). A capacidade do fungo em
colonizar as raizes é fator fundamental para sua interferéncia no crescimento e
produtividade da planta (Junior et al., 2022).

Estudos laboratoriais e de campo com Trichoderma sp., realizados com
diferentes culturas, mostraram redugdo dos sintomas causados por estresses

abidticos, como deficiéncia hidrica, nutrientes e salinidade (Sofo et al., 2014,
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Fiorentino et al., 2018). O Trichoderma sp., influenciou positivamente em diversos
ensaios no desenvolvimento da planta, aumento na taxa de emergéncia de plantulas,
sistema radicular, parte aérea, teor de clorofila, produtividade, tamanho e numero de
flores e frutos (Mendoza-Mendoza et al., 2018; Aloisio et al. ., 2019a).

A velocidade de germinacdo e emergéncia de plantulas é influenciada pelas
condicbes ambientais a qual o material vegetal estd submetido, como também a
populacdo de microrganismos. Este indice € uma caracteristica mensurada no periodo
temporal entre a condicéo ideal para germinacao e inicio do processo germinativo,
com emissao de radicula (Sousa et al., 2014). Os valores ideais para velocidade de
germinacao variam conforme o material vegetal e condi¢des sanitarias das doencas e
estes valores determinam o tempo entre a semeadura e germinacdo de sementes,
uma baliza importante para os produtores rurais na implantagéo da cultura (Conde et
al., 2021.)

Dentre as alteracbes no sistema radicular ocasionadas pela presenca do
Trichoderma sp. destaca-se o aumento da &rea de absorcdo, favorecendo a
assimilacdo e translocacdo de nutrientes, 0 que consequentemente intensifica a
biomassa vegetal. O efeito promotor do crescimento vegetal também € atribuido ao
papel do Trichoderma sp. na solubilizagéo de fosfato e micronutrientes mediada pela
liberacéo de sideroforos e metabdlitos secundarios, ou por alteracdes no conteudo de
etileno e auxina (Junior et al., 2015; Bononi et al., 2020).

Resultados significativos no aumento da biomassa vegetal foram relatados em
culturas como soja (Aloisio et al., 2019), feijdo (Gonzalez-Marquetti et al., 2019), arroz
(Chagas et al., 2017; Meyer et al., 2019), feijao-caupi (Junior et al., 2015, 2016;
Chagas Junior et al., 2015),

Inimeras hipéteses foram propostas para explicar essa observacao, incluindo
a melhoria da solubilizacdo quimica, disponibilidade e absorcdo de nutrientes pela
planta (Contreras-Cornejo et al., 2016), bem como a sintese de fitohorménios de
crescimento (Zhang et al., 2013). Esses processos ndo apenas aumentam O
crescimento das plantas, mas também estimulam a respiracdo, melhorando a
fotossintese ou eficiéncia fotossintética (Harman et al., 2021), além de aumentar a
capacidade da planta de resistir a estresses abidticos, como seca, salinidade e alta
temperatura (Sofo et al., 2014; Fiorentino et al., 2018).

Em estudos realizados com sementes de soja inoculadas com Trichoderma

(Aloisio et al,.2022) registraram resultado positivos quanto o ganho de biomassa,
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manutencdo do estande e produtividade da cultura da soja em condi¢cdes de campo
em Gurupi e Porto Nacional, nas safras 2017/2108 e 2018/2019.

Em estudo realizado com sementes de alface inoculadas com Trichoderma sp.
Comassetto (2011), registrou aumento da biomassa da parte aérea da planta. Em
contrapartida, no mesmo experimento o autor relata uma diminuicdo do comprimento
do sistema radicular de 34% em comparacdo a testemunha. A inoculacdo de
sementes de alface com Trichoderma e com reguladores de crescimento promoveram
aumento na emergéncia e no indice de velocidade de germinag&o das plantulas (Diniz
et al, 2006.)

Segundo Aloisio et al. (2022), os fungos pertencentes ao género Trichoderma,
além de fungicidas reconhecidos, também podem ser classificados como
biofertilizantes, bioestimulantes e potencializadores de resisténcia a estresses bidticos
e abidticos. O resultado de todas as interacbes geralmente € a promocdo do
crescimento das plantas (WOO; PEPE, 2018), ou seja, mesmo quando ndo ha
doencas, quando o produto é utilizado, o produtor ter4 o beneficio de aumentar a
eficiéncia do uso de nutrientes e a produtividade. De acordo com Harman et al. (2021),
o efeito mais notavel do Trichoderma, é induzir maior crescimento de brotos e raizes,
aumentando a produtividade das culturas, o que aumentard a producéo futura de

alimentos.
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3. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi conduzida com auxilio nos Laboratérios de Germinacéo,
Microbiologia e Fisica do Solo, na Universidade Federal da Fronteira Sul em
Laranjeiras do Sul - Parand. De junho de 2022 a agosto de 2022.

Para a montagem do experimento, foi realizada a diluicdo de 1 mL dos
inoculantes em agua destilada estéril nos volumes pré definidos de H20d, sendo eles
100 mL, 133 mL, 200 mL e 400 mL. Os tratamentos utilizados foram os seguintes: TO:
Testemunha; T1; Azospirillum brasilense na propor¢cdo 1:100 ; T2: Azospirillum
brasilense na proporcao 1:133 ; T3: Azospirillum brasilense na proporc¢éo : 1:200 ; T4:
Azospirillum brasilense na proporgao 1:400 ; T5: Azospirillum brasilense na proporc¢éo
1:100 + Trichoderma harzianum na propor¢ao 1:100 ; T6: Azospirillum brasilense na
proporcdo 1:133 + Trichoderma harzianum na proporcdo 1:100 ; T7: Azospirillum
brasilense na propor¢cdo 1:200 + Trichoderma harzianum na propor¢cédo 1:100 ;
Azospirillum brasilense na proporgéo 1:400 + Trichoderma harzianum na proporgao
1:100.

Foi utilizado o inoculante Rizospirillum®, com concentracdo de Azospirillum
brasilense de 2 x 108 UFC/mL e TRICHODERMIL SUPER SC 1306® com
concentragdo de Trichoderma harzianum de 2,0 x 10° conidios viaveis/mL)

As sementes foram submetidas a assepsia com hipoclorito de sédio (NaClO),
posteriormente realizado o enxague, com o auxilio de peneira e papel filtro em solucéo
a base de agua destilada com concentracdes de 1% de NaClO. O passo seguinte foi
reservar as sementes em recipiente estéril para secagem.

Apés a secagem das sementes, o experimento foi dividido em duas partes, uma

in vitro e outra ex vitro.

3.1 IN VITRO

Para a realizacao desta etapa, foram distribuidas 20 sementes para cada uma
das 4 repeticdes dos tratamentos, sobre uma folha de papel germitest estéril em caixa

tipo gerbox (11cm x 11cm x 4 cm). Em seguida, com o auxilio de uma pipeta, foram
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aplicadas as solugdes correspondentes com cada tratamento, na quantidade de 2,5
vezes o0 peso do papel germitest.

As caixas foram armazenadas no escuro em uma incubadora na temperatura
de 20° C, por 3 dias. ApGs esse periodo, foram mantidas sob fotoperiodo de 12h com
temperatura de 25°C. As sementes foram avaliadas a partir do 3° dia até o 7° dia de
tratamento. Para avaliacdo da germinacdo das sementes de alface tratadas, foram
realizadas a contagem das sementes germinadas apos 4 e 7 dias, conforme as regras

para analise de sementes (BRASIL, 2009).

3.2 EXVITRO

Para a execucao da segunda parte do experimento, foi preparado o meio de
cultivo MS (Murashige e Skoog), marca Sigma®, com adicdo de 8g de agar e 20g de
sacarose para cada litro do preparado, posteriormente foi colocado 25 mL do meio de
cultivo em tubos Falcon de 50 mL. Em seguida, ap0s o endurecimento do meio, em
camara de fluxo laminar, foram colocadas sem pré-germinacao 2 sementes por tubo,
sendo posteriormente fechados com suas respectivas tampas e levados a estufa
Demanda Biogquimica de Oxigénio (BOD) Novatecnica® por 5 dias. ApGs esse periodo
foi desbastada a planta menor e aplicado o tratamento através da pipetagem dos 100
UL de cada diluicdo dos compostos, de acordo com os tratamentos. Apos a pipetagem
os tubos foram fechados com plastico filme PVC para manter o ambiente estéril e
manter a troca gasosa, e entdo levados para incubadora e mantidos sob fotoperiodo
de 12 horas a temperatura de 25°C por 10 dias. Apds esse periodo as plantas foram
avaliadas quanto as medidas de area foliar, diametro, area e comprimento de raiz.
Além disso, foi avaliada a porcentagem de germinacdo e calculado o indice de
velocidade de germinacéo.

Para obter-se o IVG, utilizou-se a porcentagem de plantulas germinadas,
dividida pelo dia em que foi realizada a contagem das sementes, de acordo com a
formula (IVG= G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn) onde: G1, G2, Gn = porcentagem de
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plantulas germinadas na primeira, segunda e Ultima contagem; N1, N2, Nn= namero
de dias ap6s a semeadura na primeira, segunda e ultima contagem.

Para a obtencdo das medidas das plantas, as plantas foram retiradas
cuidadosamente dos tubos e colocadas em bandeja com lamina de 4gua para que
fosse realizada a digitalizacdo das imagens das plantas em scanner (Epson®) e
posteriormente trabalhadas no software Afsoft®. Os dados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia individual, sendo as médias agrupadas pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR®
(FRREIRA,2019).



23

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da andlise de variancia implicam que para as caracteristicas
gualitativas avaliadas no trabalho, houve diferenca significativa em se tratando da
germinacdo de sementes da alface aos 4° e 7° dias, apds condicionada em ambiente
propicio para tal caracteristica, além disso, influenciou no indice de velocidade de
germinacdo. Também é observado pela analise de variancia que P > 0,05 para as
caracteristicas da raiz tal como: Diametro, comprimento e area, onde 0 mesmo

resultado é obtido para area foliar das plantulas.

Antes de iniciarmos a discussdo propriamente dita, vale evidenciar o efeito
negativo do Trichoderma harzianum (TH) para todas as caracteristicas agronémicas
em guestdo neste trabalho, mesmo quando associado ao Azospirillum brasilense.
Neste caso, o efeito positivo do Azospirillum, principalmente nas caracteristicas que
condicionam melhorar o sistema radicular e alguns aparatos fotossintéticos de
plantulas, permite obter melhor vigor no cultivo de alface, e garante menores perdas
para mortalidade de mudas. E importante mencionar, que os resultados obtidos neste
trabalho, foram produzidos em ambiente controlado e estéreo para a grande

diversidade de microrganismos presente em nossa atmosfera.

A germinacdo é o processo inicial e critico para qualidade e posterior cultivo a
campo, e grande parte é influenciada pelo ambiente e interacbes com
microrganismos. Para Bazzo et. al (2020), a aplicacdo de diferentes cepas de
Azospirillum, propicia melhor o vigor das sementes devida a potencializacdo do
desempenho fisiologico das reagBes bioquimicas das sementes. Na tabela 1, é
possivel observar a influéncia negativa do Trichoderma sobre a germinagdo de
sementes, quando aplicado de forma isolada (TH), no entanto a utilizacdo associativa
com Azospirillum, pode ter anulado os efeitos negativos do Trichoderma e garantindo

gue todos os tratamentos respondam de forma semelhante a testemunha.
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Tabela 1. Valores médios para contagem da germinacao ao 4° e 7° para alface
(Lactuca sativa L.) e indice de velocidade de germinacéo (IVG) durante o ciclo de
conducao experimental, para os diferentes tratamentos com Azospirillum brasilense
e Trichoderma harzianum, isolados e associados, aplicados em meio de cultura
cultivado com alface.

Germinacao

Tratamentos Contagem 1* Contagem 2* IVG*
AZ (1/100) 13,5a 18,5 a 0.546104 a
AZ (1/133) 12,5a 16,7 a 0.522611 a
AZ (1/200) 13,2 a 17,5 a 0.537206 a
AZ (1/400) 14,0 a 19,0 a 0.556943 a
AZ (1/100) + TH 135a 175a 0.539829 a
AZ (1/133) + TH 15,7 a 17,7 a 0.568498 a
AZ (1/200) + TH 10,7 a 152 a 0.488922 a
AZ (1/400) + TH 12,7 a 16,7 a 0.525342 a
TH 525b 110b 0.372882 b
Testemunha 14,2 a 17,7 a 0.551259 a

Cv 26,63 13,88 10,77

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. IVG* indice de velocidade da germinacgéo entre os dias

4 e 7 de germinacdo.

A velocidade da germinagdo em dias, caracteristica atrelada a porcentagem de
sementes germinadas entre os dias 4 e 7 da implantacdo, foi da mesma forma
influenciada negativamente pelo uso de Trichoderma, aumentando o tempo para
germinacao em aproximadamente 37 %, quando comparado aos demais tratamentos.
Alguns fatores ambientais, podem estar relacionados com a demora no processo
germinativo, no entanto, fatores biologicos de interacdo com algumas plantas podem
reduzir a velocidade de germinacdo, em decorréncia da liberacdo de compostos

organicos (Guerra e Torres, 2007); (Hungria, 2016).

Grande parte das bactérias fixadoras de nitrogénio do género Azospirillum,
tendem a ajudar na manutencdo do fornecimento do nitrogénio em fases de
desenvolvimento em que a demanda é maior, porém os efeitos da simbiose entre

estas bactérias e plantas, podem promover efeitos condicionadores do estado
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fisioldgico das plantas, devido a sintese de alguns compostos organicos e até mesmo
horménios de crescimento e desenvolvimento para plantas, como é o caso da auxina
e giberelina. Portanto, existem diversos efeitos positivos para a planta ao integrar
microrganismos em sua rizosfera, podendo influenciar de forma indireta na
produtividade e qualidade do produto final (PEREG et. Al, 2016).

Natabela 2, identificamos efeito positivo para todas as caracteristicas avaliadas
com Azospirillum, independente da dose administrada. A presenca de Trichoderma
para o desenvolvimento das raizes e folhas foi negativo, observando reducées na area
foliar, podendo dificultar a emergéncia de plantulas e producéo de fotoassimilados nas
folhas. Também é identificado que o Trichoderma isolado ou associado ao
Azospirillum ndo garantiu resultados promissores para diametro de raiz, comprimento
e area do sistema radicular, dificultando a formacédo e desenvolvimento do sistema
radicular e em consequéncia podendo reduzir a capacidade de absor¢cdo de agua e

nutrientes para producao de folhas em alface.
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Tabela 2. Valores médios para os diferentes tratamentos, para as caracteristicas
agrondmicas diametro da raiz, comprimento da raiz, area da raiz e area foliar da raiz,
para a cultura do alface, 2022.

Raiz .
, Area foliar*
Tratamentos Diametro* Comprimento* Area*

AZ 1/100 0,5625 a 42,75 a 0.754385 a 2,0932 a
AZ 1/133 0,5575 a 42,25 a 0.739470 a 19325 a
AZ 1/200 0,5750 a 42,25 a 0.768515 a 2,0250 a
AZ 1/400 0,5150 a 49,75 a 0.802270 a 2,0575 a
AZ 1/100 + TH 0,4850 a 39,00 b 0.514254 b 1,3342 b
AZ 1/133+ TH 0,5300 a 33,00 b 0.557821 b 1,5490 b
AZ 1/200 + TH 0,3425b 35,25 b 0.386613 b 1,1507 b
AZ 1/400 + TH 0,3700 b 38,25 b 0.448078 b 1,2892 b
TH 0,4050 b 39,00 b 0.434027 b 1,1185b
Testemunha 0,5325 a 37,75 b 0.636478 a 1,6495 b

CVv 16,65 16,91 26,13 25,26

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Scott-Knott.

O principal beneficio da utilizacdo de Azospirillum e seu potencial de efeitos
condicionadores esta representado em todos os tratamentos em que se faz presente
na forma individual. O tratamento testemunha apresentou resultados insatisfatorios
para as caracteristicas comprimento da raiz e area foliar, estas duas caracteristicas
séo interacionadas para o desenvolvimento da planta. Portanto, Vale salientar que ao
analisarmos os tratamentos com AZ em todas as doses, o comprimento radicular e a
area foliar tiveram incrementos quantitativos diferentes e superiores quando
comparado a testemunha, demonstrando mais uma vez que a utilizacdo de AZ tem
efeitos condicionadores do desenvolvimento de plantas, a iniciar na germinacao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Lima et al (2017), avaliando efeitos do AZ
em diferentes doses na cultura do alface, observando incremento de 56 % na area

foliar e aumento da massa de raizes frescas.
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Na cultura do alface, a area foliar € o produto comercialmente de interesse,
porém, garantir a qualidade nutricional e parametros de suculéncia, necessitam de
investimento em adubos e defensivos. Este trabalho, demonstra de forma concisa a
influéncia positiva da simbiose entre alface e Azospirillum, incrementando os fatores

condicionadores das bactérias.
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5. CONCLUSOES

A utilizacédo de Azospirillum brasilense no desenvolvimento inicial da cultura do
alface, promove resultados positivos para o sistema radicular e parte aérea,
possibilitando plantas com potencial de maior vigor para o desenvolvimento, esse
efeito pode ser observado para todos os tratamentos que foram administrados

Azospirillum na forma isolada em meio de cultura.

No que se refere ao Trichoderma harzianum o resultados sugerem efeito
deletério para germinagdo e desenvolvimento inicial de plantas, dificultando o

estabelecimento e desenvolvimento da alface.

Em relacdo a associagcdo entre Azospirillum e Trichoderma, os resultados
evidenciaram pouca a¢ao sinérgica entre bactérias e que estatisticamente desqualifica

a utilizagc&o conjunta em meio de cultura, com ambiente totalmente controlado.
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