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RESUMO

OLIVEIRA, Hend Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Producao e avaliacao de fertilizantes fosfatados enriquecidos com Trichoderma
harzianum: efeitos no crescimento inicial de plantas de milho. Orientador: Samuel
Vasconcelos Valadares. Coorientador: Edson Marcio Mattiello.

O fosforo (P) € um dos nutrientes mais limitantes ao crescimento de plantas em solos
tropicais. A aplicacdo de fertilizantes fosfatados é uma pratica fundamental para a
reposicdo de P ao solo visando aumentar sua disponibilidade para as culturas
agricolas. Esforgos continuos para melhorar a eficiéncia de uso de fertilizantes
fosfatados sdo também essenciais para garantir a sustentabilidade da producao de
alimentos, fibras, madeira e energia nessas areas. Uma estratégia promissora para o
aumento da eficiéncia da adubagdo fosfatada é o uso de microrganismos
solubilizadores de fosfato (MSF). Muitos desses organismos podem ser utilizados para
aumentar a disponibilidade de P no solo, bem como sua aquisi¢cdao pelas plantas,
dentre outros efeitos benéficos. No presente estudo foram produzidos fertilizantes
fosfatados enriquecidos ou ndo com o fungo Trichoderma harzianum. No primeiro
capitulo, diferentes concentragbes do fungo foram adicionadas ao Fosfato Natural
Reativo de Marrocos. No segundo capitulo, o fungo foi adicionado ao superfosfato
triplo, com a presenca e auséncia de revestimento. A planta teste utilizada para avaliar
as respostas dos fertilizantes produzidos foi o milho (Zea mays) cultivado em casa de
vegetacdo. Ao fim dos experimentos, as plantas de milho foram avaliadas quanto ao
seu crescimento (parte aérea e raizes) e conteudo de P. Além disso, foram realizadas
determinacoes de pH e da atividade de fosfatases (acida e alcalina) no solo. O
enriquecimento do fosfato natural reativo de Marrocos com Tricoderma harzianum
proporcionou aumento no conteudo de P e na matéria seca total das plantas em 33 e
21%, respectivamente, em relacao ao tratamento controle (sem adi¢do do fungo). A
adicdo de Trichoderma harzianum ao superfosfato triplo também aumentou o
conteudo de P e crescimento inicial das plantas. A matéria seca total das plantas e o
seu conteudo de P aumentaram 25 e 56%, respectivamente, no tratamento que o
fertilizante foi enriquecido com Trichoderma harzianum, comparativamente ao

tratamento controle.



Palavras-chave: Microrganismos solubilizadores de fosfato. Eficiéncia de adubacao.
Fosfato natural reativo. Superfosfato triplo.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Hend Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
Production and evaluation of phosphate fertilizers enriched with Trichoderma
harzianum: effects on the initial growth of corn plants. Advisor: Samuel
Vasconcelos Valadares. Co-advisor: Edson Marcio Mattiello.

Phosphorus (P) is one of the most limiting nutrients for plant growth in highly weathered
tropical soils. The application of phosphate fertilizers is a fundamental practice for
replacing P to the soil in order to increase its availability for agricultural crops. Ongoing
efforts to improve the efficiency of phosphate fertilizer use are also essential to ensure
the sustainability of food, fiber, wood and energy production in these areas. A
promising strategy for increasing the efficiency of phosphate fertilization is the use of
phosphate solubilizing microorganisms (PSM). The PSM helps to promote plant growth
and phosphorus absorption. In the present study, we aimed to produce phosphate
fertilizers enriched with the fungus Trichoderma harzianum. In the first chapter,
different concentrations of the fungus were added to rock phosphate (Moroccan
phosphate rock). In the second chapter, the fungus was added to triple
superphosphate with and without a previous coating with Arabic gum. Corn plants (Zea
mays) were used in the study as test plants. The enrichment of reactive Moroccan
phosphate with Trichoderma harzianum provided an increase in phosphorus content
and total plant dry matter of 33% and 21%, respectively, compared to the control
treatment (without addition of any fungus). The addition of Trichoderma harzianum to
triple superphosphate also increased plant growth and P uptake by plants. The total
plant dry matter and phosphorus content increased by 25% and 56%, respectively.

Keywords: Phosphate solubilizing microorganism. Fertilization efficiency. Reactive
rock phosphate. Triple superphosphate.
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1. INTRODUCAO

O fosforo é um dos nutrientes mais limitantes ao crescimento das plantas no
planeta, notadamente nas regides tropicais, onde os solos sdo, em sua maioria, muito
intemperizados, pobres em P e ricos em 6xidos de Fe e Al, com elevada capacidade
de fixacao desse nutriente (RAIJ, 1991; NOVAIS e SMYTH, 1999). Portanto, nesses
locais, a aplicacdo de fertilizantes fosfatados é fundamental para que as culturas,
anuais e perenes, possam expressar seu potencial genético.

Os fertilizantes fosfatados usados na agricultura sdo, em sua maioria, fontes
soluveis produzidas a partir da acidificacao das rochas fosfaticas, recurso esse nao
renovavel (GOEDERT e SOUSA, 1986; RAMOS et al.,, 2009). Devido a alta
solubilidade desses fertilizantes, grande parte do P é rapidamente adsorvido na fracdo
mineral do solo, formando compostos indisponiveis para a maioria das plantas
(OLIVEIRA et al., 2014; KAPRI e TEWARI, 2010).

A utilizacao de boas praticas de uso de P, ja bem consolidadas, a exemplo da
aplicacédo localizada de fertilizantes fosfatados e aplicagcéo do fertilizante no momento
mais apropriado (JING et al., 2010; RESENDE et al., 2006) é essencial para melhorar
a eficiéncia da adubacado fosfatada em solos tropicais. Adicionalmente, deve ser
realizado um esforco continuo para que essas praticas sejam aprimoradas.

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) podem melhorar a
eficiéncia da fertilizacdo fosfatada para diferentes grupos de culturas. Esses
organismos sdo capazes de produzir carboxilatos na rizosfera das plantas
(SPAGNOLETTI, 2017; GOUVEIA et al., 2019), com efeito na solubilizacdo de formas
menos labeis de P, bem como reduzindo sua adsor¢ao na fase sélida do solo. Os MSF
podem também produzir enzimas (fosfatases) que atuam na despolimerizagdo de
formas organicas de P (GOUVEIA et al., 2019; SOUZA et al., 2016; KAPRI e TEWARI,
2010) e estimular o crescimento vegetal, por meio da produgédo de fitohormonios
(ZAVALA-GONZALEZ, 2015), como as auxinas, que estimulam o crescimento
radicular, contribuindo para maior exploragdo do solo e maior aquisicdo de agua e
nutrientes, notadamente os nutrientes menos maveis no solo, como o P (GOUVEIA et
al., 2019; VASSILEVA et al., 2010; PAIVA et al., 2018).

Os fungos do género Trichoderma sao reconhecidos por serem agentes de
controle biolégico das plantas (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009) e aumentar a
produtividade de plantas de interesse agricola (CHAGAS et al., 2017; YEDIDIA et al.,
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2011; RIBAS, et al.,, 2016). Espécies de Trichoderma sdo capazes de produzir
metabolitos capazes de promover o crescimento vegetal (CONTRERAS-CORNEJO
et al., 2009; CHAGAS et al., 2017) e aumentar a solubilizacao de formas menos labeis
de P (OLIVEIRA et al., HARMAN et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a adicao de Trichoderma harzianum
em um fosfato natural aumenta a sua eficiéncia, comparada a seu uso isolado. E se
Trichoderma harzianum também possui a capacidade de aumentar a eficiéncia de
fertilizante fosfatado soluvel.

Para atingir os objetivos, foram realizados dois experimentos em casa de
vegetacao e os resultados sdo apresentados em dois capitulos:

- Capitulo 1: Producéo e avaliacao de fosfato natural reativo enriquecido com
Trichoderma harzianum: efeitos no crescimento inicial de plantas de milho

- Capitulo 2: Producao e avaliagdo de superfosfato triplo enriquecidos com

Trichoderma harzianum: efeitos no crescimento inicial de plantas de milho.
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CAPITULO 1

PRODUQI\O E AVALIA(;AO DE FOSFATO NATURAL REATIVO ENRIQUECIDO
COM Trichoderma harzianum: EFEITOS NO CRESCIMENTO INICIAL DE
PLANTAS DE MILHO

Resumo

Espécies do género Trichoderma possuem grande importancia na agricultura por
atuarem no controle de doencas e na promog¢ao do crescimento vegetal por meio da
producdo de fitohormdnios e solubilizagdo de nutrientes indisponiveis a planta,
principalmente o fésforo (P), podendo representar uma opgédo para aumentar a
eficiéncia de adubacao com fontes pouco solluveis de P, como os fosfatos naturais.
Assim, este trabalho teve o objetivo de produzir fertilizantes contendo fosfato natural
reativo (Fosfato Natural Reativo de Marrocos) enriquecido com Trichoderma
harzianum e avaliar seus efeitos no desempenho inicial e na aquisicao de P por
plantas de milho. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
casualizados, com cinco repeticées. Os tratamentos foram distribuidos em arranjo
fatorial (fatorial duplo), com um tratamento adicional. Duas doses de fosfato natural
reativo de Marrocos (FNR) (0 e 150 mg/dm? de P) foram combinadas com quatro
concentragdes do fungo Trichoderma harzianum (0, 500, 1000 e 1500 unidades
formadoras de colénia (UFC)). O tratamento adicional recebeu a aplicacao de fonte
sollvel (superfosfato triplo) na dose de 150 mg/dm?® de P. As plantas foram coletadas
quarenta dias apds a semeadura para avaliagbes biométricas e nutricionais.
Adicionalmente foram feitas avaliacbes do pH e da atividade enzimatica do solo.
Trichoderma harzianum na presencga do FNR proporcionou aumento, em comparacao
a nao inoculacdo, no contelido de P e na matéria seca total das plantas de 33 e 21%
respectivamente, para dose de maxima eficiéncia fisica. Ja a inoculacao na auséncia
do FNR né&o proporcionou incrementos no crescimento e conteudo de P das plantas.
Houve aumento da atividade das enzimas fosfatase acida e fosfatase alcalina e houve
reducéo do pH do solo na presenca de Trichoderma harzianum, indicando a maior
liberacao de acidos organicos que contribuem para solubilizacdo do P. Os resultados
deste estudo demonstram que a adicdo de Trichoderma harzianum pode ser um

importante aditivo para melhorar a eficiéncia agrondmica de fosfatos naturais reativos.
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Palavras chave: Microrganismos solubilizadores de fosfato. Fosfato natural.
Eficiéncia de adubacao.
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Abstract

Trichoderma species have great importance in agriculture as they act in the control of
phytopathogens and in the promotion of plant growth through the production of
phytohormones and solvability of nutrients unavailable to the plant, mainly phosphorus.
This work aimed to produce fertilizers containing Natural Reactive Phosphorus (NRP)
from Morocco enriched with Trichoderma harzianum and to evaluate its effects on
initial performance and phosphorus acquisition by corn plants. The experiment was
carried out in a randomized block, with five replications. The treatments were
distributed in a double factorial arrangement, with an additional treatment. Two doses
of NRP (0 and 150 mg/dm? of phosphorus) were combined with four concentrations of
Trichoderma harzianum (0, 500, 1000 and 1500 colony formation units (UFC)). The
additional treatment received the application of a soluble source (triple
superphosphate) at a dose of 150 mg/dm3 of phosphorus. After 40 days after sowing,
the plants were collected for biometric and nutritional evaluations, in addition to
evaluations of pH and enzymatic activity from soil. Trichoderma harzianum, in the
presence of NRP, provided an increase in phosphorus content and in the total plant
dry matter of 33 and 21% respectively, for maximum efficiency dose. The activity of
acid phosphatase and alkaline phosphatase enzymes increased and there was a
reduction in soil pH in the presence of Trichoderma harzianum, indicating greater
release of organic acids that contribute to solvability of phosphorus. On the other hand,
inoculation in the absence of NRP did not increase the growth and phosphorus content
of the plants. For commercial production of fertilizers, the results of this study
demonstrate that the addition of Trichoderma. harzianum can be an important adjuvant
to compose a mixture with FNR.

Key words: Phosphate solubilizing microorganisms. Rock phosphate. Fertilization

efficiency.
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1. INTRODUCAO

O fosforo € um dos nutrientes mais limitantes ao crescimento das plantas no
mundo, notadamente nas regides tropicais, onde o0s solos sdo, em sua maioria, muito
intemperizados, pobres em P e tém elevada capacidade de fixagdo desse nutriente
(RAIJ, 1991; NOVAIS e SMYTH, 1999). Portanto, elevadas doses de P sao aplicadas
no solo para atender a demanda das plantas (MENDES e REIS JUNIOR, 2003).

A adocéo de boas praticas de uso de P (ex.: aplicacao localizada das fontes de
P; aplicagéo do fertilizante no momento mais adequado, de acordo com a cultura;
utilizacéo de fontes granuladas; aumento do aporte de matéria organica do solo) (JING
et al., 2010; RESENDE et al., 2006; KANG et al., 2009) é essencial para melhorar a
eficiéncia da adubacdo fosfatada em solos tropicais. Adicionalmente, deve ser
realizado um esforco continuo para que essas praticas sejam aprimoradas.

O uso de microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) € uma estratégia
para melhor aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adicionados ao solo
(NARLOCH, et al., 2002; GOLDSTEIN, 1986; KIM, 1998). Os MSF apresentam
capacidade de solubilizar formas pouco labeis de P, tornando-as disponiveis para as
plantas (TANDON et al., 2020; NARLOCH et al., 2002; WHITELAW, 1999). Os
principais mecanismos conhecidos envolvidos na solubilizacdo de P por MSF s&o a
producdo de &cidos organicos (acido citrico, latico, férmico, malico, dentre outros)
(GOUVEIA et al., 2019; NARLOCH et al., 2002; WHITELAW, 1999); e produgao de
enzimas que atuam na despolimerizacao de formas organicas de P (ex. fosfatases
acidas e alcalinas) (GOUVEIA et al., 2019; SOUZA et al., 2016; KAPRI e TEWARI,
2010).

Os MSF também podem aumentar a aquisicao de P pelas plantas por meio da
promog¢do do crescimento vegetal (ZAVALA-GONZALEZ, 2015; CONTRERAS-
CORNEJO, et al., 2009; THONAR, et al., 2017). Alguns MSF podem, por exemplo,
produzir reguladores de crescimento vegetal que, dentre outros efeitos benéficos,
estimulam o crescimento de raizes, contribuindo para a maior aquisicao de P e outros
nutrientes pelas plantas (PAIVA et al., 2018; LOPEZ-BUCIO et al., 2015;
CONTRERAS-CORNEJO, et al., 2009). Estudos com MSF foram realizados em
diversas culturas de interesse agricola como soja (BONONI et al., 2020), sorgo
(SABER et al., 2017), e milho (HARMAN et al., 2004; MERCL et al., 2020; EL-
KATATNY e IDRES, 2014) mostrando efeitos na promog¢ao do crescimento vegetal.
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Fungos do género Trichoderma podem trazer beneficios as plantas cultivadas,
ao atuar como agentes de biocontrole de doengas (SHORESH et al., 2010; THONAR
et al., 2017) e como promotores de crescimento de plantas (HARMAN, 2011;
HARMAN, 2004; VERGARA et al.,, 2019) por meio da sintese de fitohormdnios
(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014; THONAR et al., 2014), e da exsudacao de
substancias capazes de aumentar o acesso da planta a nutrientes, sobre tudo, o
fosforo (LOPEZ-BUCIO et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi produzir fertilizante a partir da adicdo de
concentracdes crescentes de Trichoderma harzianum em fosfato natural reativo e

avaliar seu efeito no crescimento e aquisicao de P por plantas de milho.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao e caracterizacao dos fertilizantes

Concentragdes crescentes (0, 500, 100 e 1500 unidades formadoras de
colénias (UFCs)) do produto comercial a base de Trichoderma harzianumisolado IBLF
006 (Ecotrich®) foram adicionadas ao fertilizante fosfatado (Fosfato Natural Reativo
de Marrocos). O superfosfato triplo (sem adicao do Trichoderma harzianum) foi
utilizado como tratamento controle.

A granulometria dos fertilizantes foi determinada utilizando uma peneira
(abertura de 200 mesh). Os teores de P nos fertilizantes foram determinados por meio
da extracdo em acido nitrico (P total), acido citrico (Fosfato natural reativo) e citrato
neutro de amdnio (Superfosfato triplo) (MAPA, 2007) (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizagédo dos fertilizantes quanto aos seus teores.

P solavel (%o dO P Total)

Fertilizantes () P Total @ P Acido citrico @ P cna @
___________________ A —
FNR + 0 UFC 12,4 25,0 -
FNR + 500 UFC 12,2 25,4 -
FNR + 1000 UFC 12,0 24,2 -
FNR + 1500 UFC 11,9 21,9 -
Superfosfato triplo 20,6 - 94,2

M FNR + 0 UFC - Fosfato natural de Marrocos; FNR + 500 UFC - Fosfato natural de
Marrocos com adi¢ao de Trichoderma harzianum na concentragdo de 500 UFC; FNR
+ 1000 -Fosfato natural de Marrocos com adicdo de Trichoderma harzianum na
concentracdo de 1000 UFC; FNR + 1500 UFC - Fosfato natural de Marrocos com
adicao de Trichoderma harzianum na concentragao de 1500 UFC.

@ P 14— P extraido em &acido nitrico.

® P 4cido citrico— POrcentagem do Protal €xtraido em &cido citrico.

® P cna— Porcentagem do Prota extraido em citrato neutro de aménio.

As concentragbes de Trichoderma harzianum utilizadas foram calculadas com
base nas especificagdes apresentadas pelo fabricante do produto comercial utilizado
no estudo. Adicionalmente, foi coletada uma amostra do produto utilizado no estudo
(0,02 g) que foi plaqueada em meio semi-seletivo para Trichoderma (ELAD), para
verificacdo, por meio de avaliacao morfoldgica, das estruturas fungicas caracteristicas

de espécies do género Trichoderma.

2.2 Avaliacao dos fertilizantes em casa de vegetacao

Para a avaliagdo dos fertilizantes foram utilizadas plantas de milho, hibrido
simples BM 709 Pro, cultivadas durante quarenta dias em casa de vegetacdo, no
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa (20°45%14”S, 42°52°55”0;
650 m altitude). O trabalho foi conduzido em delineamento de blocos casualizados,
em esquema fatorial, com um tratamento adicional (2x4+1), com cinco repetigoes.

Os tratamentos consistiram de duas doses de fosfato natural reativo de
Marrocos (FNR) (0 e 150 mg/dm? de P) combinadas com quatro concentragoes de
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Trichoderma harzianum (0, 500, 1000 e 1500 UFC). O tratamento adicional foi com a
aplicacdo de fonte soluvel (superfosfato triplo) na dose de 150 mg/dm? de P.

As plantas foram cultivadas em vasos de 2 dm?, contendo solo retirado de
horizonte subsuperficial de uma area de LATOSSOLO VERMELHO distréfico de

textura argilosa (Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizagdo quimica e fisica do solo utilizado para o cultivo das
plantas de milho.
pH P K Ca®* Mg>* AP+ H+AB+ CTC Arg  MOS
H.O ---mgdm3-- - cmole dm3 ------ PH7,0 % g kg’

473 14 11,0 029 0,12 0,59 2,60 3,04 47,3 0,66

pH em agua (1:2,5); P, Na, K: extrator Mehlich-1; Ca?+ Mg?+ APR*: extrator KCI (1,0 mol L-
); H+Al: extrator de acetato de célcio 0,5 mol L'; CTC pH 7,0: capacidade de troca
catibnica a pH 7,0= soma de bases + (H+Al); Arg%= conteudo de argila - Embrapa (1997),
adaptado de Ruiz (2005); MOS: matéria organica do solo.

O solo usado para o preenchimento dos vasos recebeu uma mistura de
carbonato de Calcio (CaCQOs) e carbonato de Magnésio (MgCOs) em uma relacéao
molar de 3:1 com para elevar a saturagao por bases a 70%. O solo permaneceu
incubado por 15 dias, ap6s o periodo de incubacéo o solo atingiu o pH de 6,5. O P foi
aplicado na semeadura (0 ou 150 mg dm? de P) e os demais nutrientes aplicados em
cinco parcelamentos: 0, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o semeio (Tabela 3).

Tabela 3: Nutrientes e quantidades totais aplicadas por fertirrigacdo, conforme
recomendagdes de Novais et al., (1991).
Nutriente N K S B Cu Fe Mn Mo Zn

Dose (mg kg ') 100,00 150,00 40,00 0,81 1,33 1,55 3,66 0,15 4,00

Foram semeadas dez sementes em cada vaso e o numero de plantas foi
reduzido a seis apds cinco dias depois da emergéncia das plantas. Durante o

experimento, as plantas foram irrigadas diariamente com agua desmineralizada.
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Quarenta dias apds o semeio a parte aérea foi coletada, e levada a estufa de
circulagao forgcada de ar na temperatura 60 °C até atingir peso constante. Em seguida,
o material foi pesado para a determinacao da matéria seca da parte aérea (MSPA).
As raizes foram separadas do solo, lavadas em agua corrente, secas em estufa de
circulagdo forcada na temperatura de 60 °C, pesadas para determinagcdo da matéria
seca da raiz (MSR). Em cada unidade experimental foi coletada uma amostra da raiz
(aproximadamente 30%) e acondicionada em frascos contendo alcool 30% para
conservagao. Foram retiradas amostras de solo da camada de 0-10 cm, utilizando
uma sonda de metal com diametro de 3 centimetros. As amostras foram transportadas
e mantidas em refrigeracédo de 4 °C até a realizagdo das analises enzimaticas.

2.3 Analises das plantas

As raizes foram dispostas em uma cuba acrilica de 30 cm x 40 cm de
comprimento, contendo 1000 mL de agua destilada e em seguida foram colocadas
sobre o Scaner EPSON® LA2400.

O comprimento da raiz (CR), area projetada da raiz (APR), superficie total da
raiz (STR) e quantidade de raizes finas (<0,5 mm) (RF) foram avaliados por meio do
sistema de analise de imagens WinRHIZO PRO 2009 (Regent Instruments, model:
WinRHIZO Pro 2009, Québec, Canada).

Em seguida, as raizes foram secas em estufa de circulacao forgcada de ar, a
60°C, até peso atingir constante. Foi calculada a matéria seca total (MST) através da
soma da MSPA e MST. Os materiais vegetais secos foram moidos e digeridos com
solucao nitroperclérica (4:1). O teor de P foi determinado usando um ICP-OES (710
ICP-OES, Agilent Technologies, Califérnia, EUA).

Foram calculados os valores de eficiéncia de utilizacdo do P - EUP (SIDDIQUI
& GLASS, 1981) e eficiéncia de recuperacao do P- ER conforme a equacdes 1 e 2.

EUP= (MST)2/C-T (g2mg™) Eq. 1
ER= (C-T - C-T OP) / D-PsoLo x 100(%) Eq. 2
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Em que: o MST é a matéria seca total; C-T é o conteudo total de P na planta; C-T OP
€ o conteudo de P nas plantas do tratamento sem a adicao de P e D-P soLo € dose de
P adicionada ao solo.

2.4 Analise enzimatica

As atividades das enzimas fosfatase acida (AFACI) e fosfatase alcalina
(AFACA) foram determinadas em espectrofotémetro por meio da reacao colorimétrica
do p-nitrofenol liberado pelas enzimas apos a incubagéo de 1 g de solo a 37°C por 1
hora, na presenca do substrato: p-nitrofenolfosfato (0,025 mol L-') em solugéo tampao
pH (6,5 e 11,0) respectivamente para AFACI e AFACA (TABATABAI 1994).

2.5 Eficiéncia agronémica dos fertilizantes
O indice de eficiéncia agronémica dos fertilizantes (IEA) foi calculada utilizando
a equacao 3, descrita por BARNES e KAMPRATH (1975).

IEA= (MSPA-MSPAconT)/ (MSPAsT-MSPAconT) x 100(%) Eq. 3

Em que o MSPA ¢é a matéria seca da parte aérea; MSPAconT € a matéria seca
da parte aérea do tratamento controle e MSPAST ¢é a matéria seca da parte aérea do

tratamento com o ST.

2.6 Analise de dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia (P < 0,05). Para avaliacao
das premissas da ANOVA foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett. As
respostas das plantas as concentragées de Trichoderma harzianum foram avaliadas
por meio da analise de regressao. Os tratamentos com e sem FNR foram comparados
ao tratamento adicional (ST) pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
O software R (R Development Core Team, 2010) foi usado para todas analises.
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3. RESULTADOS

Houve efeito positivo do fosfato natural (FNR 150) no crescimento e conteudo
de P nas plantas (Figura 1A e 1B). Ja4 a maior atividade das enzimas fosfatase acida
(AFACI) e fosfatase alcalina (AFACA) foi obtida nos tratamentos com auséncia do
fosfato natural (FNR 0) (Figuras 1C e 1D).

De forma geral, a presenca de Trichoderma harzianum, na presenga ou
auséncia de fosfato natural, proporcionou incremento no contetdo de P na planta,
eficiéncia de uso de P (Tabela 5), a atividade enziméatica e no indice de eficiéncia
agronémica (Figura 1). O mesmo resultado foi constatado para o do crescimento de
plantas de milho (Tabela 4). A matéria seca da raiz e a eficiéncia de recuperacao de
P aumentaram linearmente com a adi¢gdo do Trichoderma harzianum (Tabela 4 e 5).
Ja os valores de pH em agua reduziram com o aumento das concentracbes de
Trichoderma harzianum. Esses efeitos foram mais pronunciados quando o fungo foi
aplicado junto ao fosfato natural (FNR 150) (Figura 1F).
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Tabela 4- Equacdes de regressao referentes a matéria seca da parte aérea (MSPA),
matéria seca da raiz (MSR), relacao raiz/parte aérea (MSR/MSPA), comprimento da
raiz (CR), area projetada da raiz (APR), raizes finas (RF), em reposta a inoculacao de
concentracdes crescentes de Trichoderma harzianum (0, 500, 1000 e 1500 UFC) na

auséncia (0 mg/dm® de P) e presenca (150 mg/dm® de P) de fosfato natural de

Marrocos.
Doses Variaveis Equacdes R2
MSPA (g/planta) y=0,3490+0,0001*x-0,00000006*x? 0,89
MSR (g/planta) y=0,3762+0,0001**x-0,00000006***x> 0,97
0 mg/dm3 MSR/MSPA (g/planta) y=1,0630+ 0,0001**x 0.82
de P CR (cm) y=y = 4898,56
APR (cm?) y=y = 167,64
RF (cm) y=y = 814,33 0,84
MSPA (g/planta) y=0,9524+0,0004***x-0,0000002***x2 0,83
MSR (g/planta) y=0,7597+0,0001**x 0.98
150 mg/dm®  MSR/MSPA (g/planta)  $=0,7951+0,0001***x-0,0000001***x2 0,87
de P CR (cm) y=6840,7767+5,6587*x - 0,0028**x? 0,99
APR (cm?) y=231,0599+0,1829*x-0,00009**x? 0.99
RF (cm) y=1,4899+1,0785*x - 0,0005**x2 0,99

* Significativo pelo teste t (P=0,01), ** significativo pelo teste t (P=0,05) e *** significativo pelo
teste t (P=0,1).

Tabela 5- Equacdes de regressao referentes ao conteudo de P da parte aérea (C-
PA), conteudo de P da raiz (C-R), eficiéncia de uso de P (EUP) e eficiéncia de
recuperacédo de P (ER) em resposta a inoculagédo de concentragbes crescentes de
Trichoderma harzianum (0, 500, 1000 e 1500 UFC) na auséncia (0 mg/dm3 de P) e
presenca (150 mg/dm3de P) de fosfato natural de Marrocos.

Doses Variaveis Equacbes R?
C-PA (g/planta) = 0,2340+0,00006***x-0,00000005***x> 0,88

0 mg/dm3 de C-RA (g/planta) y=y = 0,1747

P EUP (g%/mg P1) y=y =1,48 0,82
ER (%) y=y = 0,08 0,97

C-PA (g/planta) y=0,8847+0,0004***x-0,0000002***x2 0,89
150 mg/dm®  C-RA (g/planta) 9= 0,4127+0,0002"x-0,00000009**x2 0,98
de P EUP (g?/mg P')  $=2,2395 + 0,0002"x - 0,00000003"x> 0,69
ER (%) y= 1,033 + 0,0012***x 0,79

* Significativo pelo teste t (P=0,01), ** significativo pelo teste t (P=0,05) e *** significativo pelo

teste t (P=0,1).
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Figura 1: Efeito da inoculagdo concentragdes crescentes de Trichoderma harzianum na
matéria seca total (A); conteudo total de P (B); atividade da fosfatase acida (C); atividade da
fosfatase alcalina (D); indice de eficiéncia agronémica (E) e pH em agua (F) de plantas de
milho em resposta a inoculagéo crescente de Trichoderma harzianum 0, 500, 1000 e 1500
UFC na auséncia (0 mg/dm? de P) e na presenca (150 mg/dm?) de fosfato natural de Marrocos.
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*k*k

* Significativo pelo teste t (P=0,01), ** significativo pelo teste t (P=0,05) e
teste t (P=0,1).

significativo pelo

Para a MST, a dose de maxima eficiéncia fisica (MEF), calculada a partir das
equacoes de regressao, foi de 1250 UFC para os tratamentos com fosfato natural
reativo (FNR 150). Para a dose associada a MEF, houve incremento de 21% no
crescimento das plantas em relagcao ao tratamento controle. Para as plantas que né&o
receberam FNR, a dose associada a MEF foi de 1000 UFC para os tratamentos sem
fosfato natural reativo (FNR 0).

A aplicacao conjunta de Trichoderma harzianum e fosfato natural reativo de
Marrocos, nao resultou em diferencgas significativas para as variaveis CR, APR, STR
e RF quando comparados ao tratamento adicional com superfosfato triplo (ST).
Também ndo foram observadas diferencas significativas na comparacdo dos
tratamentos com o tratamento adicional quanto a eficiéncia de uso de P (Tabela 6).

Nos tratamentos onde houve a adi¢ao de Trichoderma harzianum, para ambas
as doses de FNR (FNR 0 e FNR 150), a atividade das fosfatases acida e alcalina
(AFACI e AFACA) foram superiores a tratamento adicional.

Para o pH, ndo foram observadas diferencas significativas entre o tratamento
adicional e a dose de FNR 0, independente da adicao de Trichoderma harzianum. Ja
para a dose FNR 150, os valores de pH foram superiores ao tratamento adicional,
independente da adi¢cdo de Trichoderma harzianum, como demonstrado na (Tabela
6).
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Tabela 6: Médias da matéria seca total (MST), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), relagao raiz/parte

aérea (MSR/MAPA), comprimento da raiz (CR), area projetada da raiz (APR), raizes finas, <0,5 mm, (RF); do estado nutricional:

conteudo de P da parte aérea (C-PA), conteudo de P da raiz (C-R), conteudo de P total (C-T); e atividade das enzimas fosfatase
acida (AFACI) e fosfatase alcalina (AFACA), indice de eficiéncia agronémica (IEA), indice de eficiéncia de uso do P (EUP) e pH em

agua (pH) das plantas de milho em resposta a inoculacao a inoculagao crescente de Trichoderma harzianum 0, 500, 1000 e 1500

UFC na auséncia (0 mg/dm® de P) e presenca (150 mg/dm?®) de fosfato natural de Marrocos comparadas ao tratamento com

superfosfato triplo (150 mg/dm3).

150 mg/dm? de P

0 mg/dm3 de P

Variavel
ST 0 UFC 500 UFC 1000 UFC 1500 UFC 0 UFC 500 UFC 1000 UFC 1500 UFC
MST (g/planta) 3,83 1,69 1,97 2,01 2,05 0,73 0,81 0,82 0,78
MSPA (g/planta) 2,56 0,94 1,14 1,09 1,11 0,35 0,39 0,37 0,35
MSRA (g/planta) 1,27 0,76 0,83 0,87 0,94 0,38 0,42 0,45 0,43
MSR/MSPA (g/planta) 0,50 0,81° 0,73 0,80 0,86 1,09 1,07 1,21* 1,26*
CR (cm) 10017,26 6818,71° 9031,67™ 9614,70™ 9009,05"s 5143,46* 717,59 5171,49 4561,70°
APR (cm?) 349,26 229,86" 303,51 319,92"  303,15"s 174,91" 164,33 183,02 148,28"
RF (cm) 1798,64 112584 1546,51" 1758,45" 1641,18"s 918,49 823,65 908,02 606,75
C-PA (g/planta) 4,46 0,87 1,08 1,19 1,09 0,24 0,25 0,26 0,22
C-RA (g/planta) 1,58 0,42 0,52 0,57 0,57 0,16 0,21" 0,15 0,18
C-T (g/planta) 6,04 1,29 1,60 1,73 1,66 0,40 0,46 0,41 0,40
AFACI (ug p-NPP g h') 94,91 96,55" 124,69 153,75 141,40 117,810 154,04 159,93" 147,96

continua
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pH 5,07 6,03 5,86 5,75 5,74 5,22m 5,12m 510" 4,94 ns
IEA (%) 100,00 26,70 35,75 33,48 34,39 0,00 1,81° 0,90 0,00°
EUP (g%/mg P) 2,43 2,21"s 2,43 s 2,348 2,53 1,33 1,43 1,64° 1,52°
ER (%) 7.24 1,17 1,707 1,65 3,15 0,01 0,02° 0,06 0,22°

*Difere do tratamento adicional (ST) pelo teste de Dunnett a 5%.
"s: Nao difere do tratamento adicional (ST) pelo teste de Dunnett a 5%.
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4. DISCUSSAO

A utilizagdo do FNR com Trichoderma harzianum favoreceu a aquisi¢cao de P
e o crescimento inicial de plantas de milho, melhorando a eficiéncia agronédmica do
fertilizante.

A maior solubilizagdo do FNR em funcéo da liberagdo gradativa de acidos
organicos pelo fungo aplicado junto ao fertilizante provavelmente influenciou no maior
crescimento e aquisicao de fosforo pelas plantas de milho. Os acidos organicos estao
diretamente relacionados a solubilizacdo de formas menos disponiveis de P
(WHITELAW, 1999; KAPRI e TEWARI, 2010; CHAGAS et al., 2017). A reducgao do pH
do solo apds a aplicagdo conjunta do fosfato natural e do fungo indica que ocorre
alteragdes quimicas no solo. Adicionalmente, a maior atividade de fosfatases também
esta associada a solubilizacdo de formas organicas de P no solo, por estas enzimas
catalisarem a hidrolise de formas orgénicas de P (SOUZA et al., 2016; KAPRI e
TEWARI, 2010).

Os maiores efeitos da aplicacao do fungo no crescimento das plantas foram
observados nas raizes, principalmente nas raizes finas (Tabelas 4 e 6), o que favorece
a aquisicao de nutrientes pelas plantas, notadamente os menos méveis no solo, como
o P. Resultados semelhantes foram obtidos por Harman et al., (2004) que observaram
que plantas de milho inoculadas com Trichoderma harzianum apresentam
incrementos no crescimento de raizes finas de até 100% nos primeiros 10 dias ap6s
a semeadura no campo.

O maior desenvolvimento das raizes nas plantas inoculadas com Trichoderma
harzianum pode ser resultante, dentre outros efeitos, da liberacéo de reguladores de
crescimento vegetal (ex.: auxina) nas rizosfera das plantas, bem como do aumento da
disponibilidade de P (principalmente) e outros nutrientes em decorréncia da
solubilizagdo de formas menos labeis/trocaveis desses elementos no solo (THONAR
et al., 2017; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009; HARMAN et al., 2004; LUCON,
2019).

O efeito positivo da aplicacdo de Trichoderma no crescimento de radicular das
plantas, também foi observado em plantas de Arabidopsis (Cornejo et al., 2009) e
sorgo (Saber et al., 2017) e esses mesmos autores atribuiram o maior crescimento
radicular das plantas a producao de reguladores de crescimento vegetal pelo fungo
estudado.
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O maior crescimento das raizes finas das plantas que se associam com
Trichoderma harzianum pode também estar associado a acidificagao rizosférica. A
acidificacao do meio inibe o crescimento da raiz primaria, e, em resposta, ha estimulo
da producdo de raizes laterais (KAPRI e TEWARI, 2010; CHAGAS et al., 2017;
CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014). A aplicagao da concentracdo 1250 UFC (FNR
150), concentragdo com a qual foi obtida o rendimento maximo da MST, resultou
decréscimo pH em 5% e com a aplicacao da concentracdo de 1000 UFC (FNR 0) um
decréscimo de 4%. Resultados semelhantes foram observados por Ribas et al., (2016)
em ensaio in vitro, onde isolados de Trichoderma spp. demonstraram potencial em
reduzir pH do meio.

A adicao de Trichoderma harzianum ao FNR, além de melhorar a aquisicao de
P pelas plantas, melhorou a eficiéncia de utilizacdo do P absorvido (EUP). Embora
uma maior aquisicao de P esteja, via de regra, associada a redugao nos valores de
EUP, isso néo foi observado nesse estudo. Esses resultados, indicam que a maior
eficiéncia agronémica, indicada pelos valores de IEA obtida no FNR adicionado de
Trichoderma harzianum comparativamente ao fertilizante sem a adicdo de
Trichoderma, deve-se ndao somente a maior aquisicdo de P pelas plantas, mas
também a otimizacdo do uso do P absorvido pelas plantas.

Os resultados deste trabalho demonstram que o enriquecimento de FNR com
Trichoderma harzianum melhora substancialmente o efeito desse tipo de fonte de P.
Essa tecnologia, de facil aplicacao, tem grande potencial, apds avaliacdo em campo,

para aplicagdo em sistemas de producdo onde essa fonte de P € utilizada.

5. CONCLUSAO
O enriquecimento de fosfato natural reativo de Marrocos com o fungo
Trichoderma harzianum melhora a aquisicdo de P e favorece o crescimento

inicial de plantas de milho.
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CAPITULO 2

PRODUGCAO E AVALIACAO DE SUPERFOSFATO TRIPLO ENRIQUECIDOS COM
Trichoderma harzianum: EFEITOS NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE
PLANTAS DE MILHO

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do enriquecimento de superfosfato triplo
com Trichoderma harzianum na aquisicao de fésforo (P) e crescimento inicial de
plantas de milho. Para isso, foi instalado um experimento em casa de vegetacao
durante vinte e cinco dias utilizando quatro tratamentos: fertilizagcdo com superfosfato
triplo (ST); superfosfato triplo revestido com goma arabica (ST+GM); superfosfato
triplo com adicao de Trichoderma harzianum (ST+Th); superfosfato triplo revestido
com goma arabica e adigao de Trichoderma harzianum (ST+GM+Th). Ao final do
experimento foram determinadas a massa da matéria seca total das plantas; area
projetada pela raiz; comprimento da raiz e raizes finas (<0,5 mm). Também foram
avaliados conteudo de P no tecido vegetal, atividade das fosfatases acida e alcalina
e pH do solo. Houve aumento de 56% no conteudo total de P na planta nos
tratamentos com Trichoderma harzianum. A adi¢cao do fungo também aumentou o
crescimento inicial das plantas de milho. Nos tratamentos com superfosfato triplo
com adicéo de Trichoderma harzianum (ST+Th) houve incremento da matéria seca
total e do comprimento da raiz das plantas (25 e 21%, respectivamente), em relacao
ao tratamento controle, sem o fungo. O uso da goma ardbica ndao afetou o
crescimento e aquisicdo de P pelas plantas de milho, na presenca ou auséncia do
Trichoderma harzianum. O enriquecido do superfosfato triplo com apenas o
Trichoderma harzianum sem revestimento, foi o tratamento que apresentou os
melhores resultados.

Palavras-chave: Microrganismos solubilizadores de fosfato. Uso eficiente do fosforo.
Fertilizantes fosfatados.
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CHAPTER 2

PRODUCTION AND EVALUATION OF TRIPLE SUPERPHOSPHATE ENRICHED
WITH Trichoderma harzianum: EFFECTS ON THE INITIAL GROWTH OF CORN
PLANTS

Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of triple superphosphate
enrichment with Trichoderma harzianum on phosphate (P) acquisition and initial
growth of maize plants. For this, an experiment was installed in a greenhouse for
twenty-five days using four treatments: fertilization with triple superphosphate (TS);
gum arabic coated triple superphosphate (TS+GM); triple superphosphate with
addition of Trichoderma harzianum (TS+Th); triple superphosphate coated with gum
arabic and addition of Trichoderma harzianum (TS+GM+Th). At the end of the
experiment, the total dry matter mass of the plants was determined; root projected
area; root length and fine roots (<0.5 mm). The P content in plant tissue, acid and
alkaline phosphatase activities and soil pH were also evaluated. There was an
increase of up to 56% in the total P content in the plant in treatments with Trichoderma
harzianum. The addition of the fungus also increased the initial growth of corn plants.
In the treatments with Trichoderma harzianum and triple superphosphate (TS+Th),
there was an increase in the total dry matter and root length of the plants (25 and
21%, respectively) compared to the control treatment, without the fungus. The use of
gum arabic to coat the fertilizer, in the presence or absence of Trichoderma
harzianum, showed similar results to its non-use for most of the analyzed variables.
The triple superphosphate enriched with Trichoderma harzianum without coating
showed superior results compared to the other treatments.

Key words: Phosphate solubilizing microorganisms. Phosphorus use efficiency.
Phosphorus fertilizers.
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1. INTRODUCAO

A utilizagcdo de microrganismos solubilizadores de fosfatos no solo tem sido
apontada como alternativa para aumentar a eficiéncia de uso de fertilizantes
fosfatados em diferentes sistemas de producao de alimentos, fibras, energia e
madeira (NARLOCH et al., 2002; BONINI et al, 2020; SHANKARAIAH et al, 2000).
Diversos microrganismos do solo possuem a capacidade de promover o crescimento
vegetal por meio da producdo de fitorménios e solubilizacdo de formas menos
disponiveis de P e outros nutrientes (GOUVEIA et al., 2019; CONTRERAS-CORNEJO
et al., 2009; WHITELAW, 1999).

Os fungos da espécie Trichoderma harzianum sao reconhecidos por serem
agentes de controle de pragas e doencas de plantas (SHORESH et al., 2010;
THONAR et al., 2017) e aumentar a produtividade de plantas de interesse agricola
(CHAGAS et al., 2017; YEDIDIA et al., 2001; RIBAS et al., 2016). Esses efeitos séo
decorrentes da capacidade do fungo sintetizar substancias promotoras de
crescimento vegetal (OLIVEIRA et al., 2014; CHAGAS et al., 2017; CONTRERAS-
CORNEJO et al., 2014) e solubilizar formas menos labeis de P (HARMAN et al., 2004;
NARLOCH et al., 2002; GOLDSTEIN et al., 1986).

A eficiéncia da inoculacédo pode ser obtida com o uso de produtos adesivos,
como a goma arabica, que permitem aumentar a fixacao do inoculo e a protec¢édo do
microrganismo durante 0 armazenamento e sobrevivencia no solo até surgimento de
raizes (SAHU e BRAHMAPRAKASH, 2016). A goma arabica foi utilizada como meio
de revestimento em sementes de soja por Salema et al. (1982) e Smith, (1995)
conferindo maior adesédo e maior sobrevivéncia do Rizhobium. Também foi utilizada
em feijao por MERCANTE et al., (1992), durante o processo de inoculacdo das
sementes, a fim de melhorar a fixagao do inoculo. Nao foram encontrados na literatura
trabalhos que avaliaram a aplicacao de revestimentos para melhorar a aderéncia dos
microrganismos promotores do crescimento aos granulos de fertilizantes soluveis.

As hipéteses desse trabalho sdo que o enriquecimento de um fertilizante
fosfatado solavel com um microrganismo promotor de crescimento vegetal pode
aumentar a aquisi¢cdo de P e o crescimento inicial do milho, e que o revestimento dos
granulos com goma arabica pode potencializar os efeitos benéficos da inoculacao.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desenvolvimento inicial do milho ao

adicionar Trichoderma harzianum (microrganismo solubilizador de fosfato e promotor
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de crescimento vegetal) com e sem a presencga de revestimento (goma arabica) em

um fertilizante fosfatado soluvel (superfosfato triplo).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao e caracterizacao dos fertilizantes

Os fertilizantes foram preparados a partir do recobrimento do superfosfato triplo
pelo produto comercial a base de Trichoderma harzianum isolado IBLFA 006
(Ecotrich®). Para isso foi utilizado um prato granulador. O recobrimento do
superfosfato triplo ocorreu pelo movimento de rotacdo do prato granulador, onde os
granulos foram envolvidos por um filme superficial de agua ou solucdo de goma
arabica (20%), de acordo com cada tratamento: superfosfato triplo (ST) e superfosfato
triplo + goma arabica (ST+GM) respectivamente. Para os tratamentos superfosfato
triplo + Trichoderma harzianum (ST+Th) e superfosfato triplo + goma ardbica +
Trichoderma harzianum (ST+GM+Th), foram adicionados Trichoderma harzianum na
concentragéo de 1500 UFC, sendo que o ultimo recebeu a adicdo de goma arabica
(20%). Ao fim do processo os granulos dos fertilizantes foram secos ao ar por 24
horas. Em cada fertilizante produzido, foram retiradas amostras para determinacao do
teor de P extraido pelo método do acido nitrico e P sollvel em citrato neutro de amdnio
(MAPA, 2007) (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizagédo dos fertilizantes quanto aos teores de P.

P Solavel (% do Protal)

Fertilizantes () P rora P cna ®)
_______________ YA
ST 19,88 95,0
ST+ GM 19,36 -
ST+ Th 19,39 :
ST+GM+Th 19,46 -

(U ST — Superfosfato triplo; ST + GM — Superfosfato triplo com adi¢cdo de goma arabica
(20%); ST + Th -Superfosfato triplo com adicao de Trichoderma harzianum; ST + GM
+ Th — Superfosfato triplo, fosfato natural de Marrocos com adicdo de goma arabica e
Trichoderma harzianum.

@P total - P extraido em &cido nitrico.

® P cna— Porcentagem do PTotal extraido em citrato neutro de aménio.

A concentragdo de Trichoderma harzianum foi calculada com base no rétulo do
produto comercial utilizado no estudo. Adicionalmente, foi coletada uma amostra do
produto utilizado (0,02 g) que foi plaqueada em meio semi-seletivo para Trichoderma
(ELAD), para verificagao, por meio de avaliagdo morfoldgica, das estruturas fungicas

caracteristicas de fungos do género Trichoderma spp.

2.2 Avaliacao dos fertilizantes em casa de vegetacao

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo no Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa (20°45%14”S, 42°52"55”0; 650m altitude). Foram
utilizadas plantas de milho, hibrido BM 709 Pro, cultivadas durante vinte e cinco dias.
O trabalho foi conduzido em um delineamento de blocos casualizados com quatro
tratamentos: ST, ST+GM, ST+ Th e ST+GM+Th, e cinco repeticdes.

As plantas foram cultivadas em vasos de 2 dm?, contendo solo retirado de
horizonte subsuperficial de uma area de LATOSSOLO VERMELHO distréfico de
textura argilosa, em que as propriedades quimicas e fisicas das amostras de solo séo

caracterizadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Caracterizacdo quimica e fisica do solo utilizado para o cultivo das
plantas de milho.
pH P K Ca?>* Mg?>* APR+ H+APB+ CTC Arg MOS

H.O --mgdm3-- - cmole dm3 ------ pPH7,0 % g kg
1

473 14 11,0 029 0,2 0,59 2,60 3,04 47,3 0,66
pH em agua (1:2,5); P, Na, K: extrator Mehlich-1; Ca2* Mg?* Al3+: extrator KCI
(1,0 mol L"); H+Al: extrator de acetato de calcio 0,5 mol L'; CTC pH 7,0:
capacidade de troca catiénica a pH 7,0= soma de bases + (H+Al); Arg%=
conteudo de argila - Embrapa (1997), adaptado de Ruiz (2005); MOS: matéria
organica do solo.

O solo usado para o preenchimento dos vasos recebeu uma mistura de
carbonato de Célcio (CaCQOs) e carbonato de Magnésio (MgCOs) em uma relacéo
molar de 3:1 com o objetivo de elevar a saturacdo por bases para 70%. O solo
permaneceu incubado por 15 dias, recebendo irrigacoes diarias. Apds o periodo de
incubacgéo o solo atingiu o pH de 6,5. O P foi aplicado na semeadura (150 mg/dm-3
de P) e os demais nutrientes aplicados em cinco parcelamentos: 0, 4, 8, 12 e 16 dias

apds o semeio (Tabela 3).

Tabela 3: Nutrientes e quantidades totais aplicadas por fertirrigacdo, conforme
orientacdes de Novais et al. (1991).
Nutriente N K S B Cu Fe Mn Mo Zn

Dose (mgkg ') 100,00 150,00 40,00 0,81 1,33 1,55 3,66 0,15 4,00

Foram semeadas dez sementes em cada vaso e o numero de plantas foi
reduzido a seis apds cinco dias depois da imergéncia das plantas. Durante o
experimento, os vasos foram irrigados diariamente com agua desmineralizada,
mantendo a umidade préxima a capacidade de campo.

Vinte e cinco dias apds o0 semeio foram coletadas a parte aérea, levada a estufa
de ventilagdo forgada na temperatura 60°C até atingir peso constante. Em seguida o
material vegetal foi pesado para a determinagcdo da matéria seca da parte aérea
(MSPA). As raizes foram separadas do solo, lavadas em agua corrente, secas em
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estufa de circulagao forgcada na temperatura de 60° C, pesadas para determinagao da
matéria seca da raiz (MSR). Foram coletadas amostras de raiz em cada unidade
experimental (aproximadamente 30%) e armazenadas em frascos contendo alcool
30% para conservacao e posterior analise morfoldégica por meio do programa
WinRHIZO PRO 2009 (Regent Instruments, model: WinRhizo Pro 2009, Québec,
Canada). Foram retiradas amostras de solo da camada de 0-10 cm, utilizando uma
sonda, as amostras foram transportadas e mantidas em refrigeracdo de 4°C até a
realizacdo das analises da atividade das enzimas fosfatase acida e alcalina.

2.3 Analise das plantas

O comprimento da raiz (CR), area projetada da raiz (APR), superficie total da
raiz (STR) e quantidade de raizes finas (<0,5 mm) (RF) foram avaliados por meio do
sistema de analise de imagens WinRHIZO PRO 2009. As raizes foram colocadas em
uma cuba acrilica de 30 cm x 40 cm de comprimento, contendo 1000 mL de agua
destilada sobre o Scaner EPSON® LA2400. Foram dispostas dispersas ao longo da
cuba verificando a total imersdo delas e evitando sobreposi¢do entre as raizes. Em
seguida, as raizes foram secas em estufa de circulacao forcada de ar, a 60°C, até
peso atingir constante. Foi calculada a matéria seca total (MST) através da soma da
MSPA e MST.

Os materiais vegetais secos foram moidos e digeridos com solucéo
nitroperclorica. O teor de P no extrato foi determinado utilizando ICP-OES (710 ICP-
OES, Agilent Technologies, Califérnia, EUA).

2.3 Analise enzimatica

As atividades das enzimas fosfatase acida (AFACI) e fosfatase alcalina
(AFACA) foram determinadas de acordo com TABATABAI (1994), utilizando a
determinacao colorimétrica do p-nitrofenol liberado pelas enzimas apds a incubacao
de 1 g de solo a 37°C por 1 hora, na presenca do substrato p-nitrofenolfosfato (0,025
mol L") em solugdo tampao pH (6,5e 11,0) respectivamente para AFACI e AFACA.
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2.4 pHem agua

Para a determinacao do pH em agua, foi utilizada a relagéo de 1:2,5, sendo
adicionados 10 cm?3 de solo a 25 mL de agua, efetuando-se a leitura na suspensao
(EMBRAPA,1997).

2.5 Analises de dados e estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Para avaliacao das
premissas da ANOVA foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e Bartlett. Os dados
foram submetidos ao teste de Dunnett, para comparar os tratamentos isolados com o
tratamento controle (ST). O nivel de significancia adotado em cada analise foi de 5%.
As analises de variancia e o teste de comparacdo de médias foram realizados no
software R (R Development Core Team, 2010).

3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas biométricas das plantas de milho sob o efeito da adicao de
superfosfato triplo e Trichoderma harzianum

A adicdo de Trichoderma harzianum aos granulos de superfosfato triplo
proporcionou resultados superiores para todas as variaveis avaliadas,
comparativamente aos tratamentos sem adi¢cdo do fungo. O incremento obtido nos
tratamentos com fungo e sem adi¢cdo de goma arabica em relacdo ao tratamento
com apenas ST para as variaveis matéria seca total (MST), matéria seca da parte
aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), area projetada da raiz (APR),
comprimento da raiz (CR) e comprimento de raizes finas (RF) foi de 25, 26, 18, 12,
21 e 24 %, respectivamente (Figura 1A, 1B, 2C, 1D, 1E e 1F). Quando a goma
arabica foi utilizada como adesivo para o revestimento dos granulos com
Trichoderma harzianum (ST+GM+Th) houve incremento para as variaveis MST,
MSPA e APR de 17, 21 e 22 % respectivamente, em relacao ao tratamento controle.
(Figuras 1A, 1B e 1D). O tratamento do superfosfato triplo com goma arabica nao
diferiu do tratamento controle para todas a variaveis analisadas.
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Figura 1: Matéria seca total (A), matéria seca da parte aérea (B), matéria seca da raiz (C),
area projetada da raiz (D), comprimento da raiz (E) e comprimento das raizes finas (F) de
plantas de milho cultivadas com superfosfato triplo (ST); superfosfato triplo com adicao de
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goma arabica a 20% (ST+GM); superfosfato com adi¢cdo de Trichoderma harzianum 1500
UFC (ST+Th) e superfosfato triplo com adicdo de goma arabica (20%) e Trichoderma
harzianum 1500 UFC. ©) Difere do tratamento controle (ST) pelo teste de Dunnett a 5%.

3.2 Aquisicao de P pelas plantas de milho adubadas com superfosfato triplo e
Trichoderma harzianum

A adicdo de Trichoderma harzianum aos granulos de superfosfato triplo
melhorou a aquisicdo de P pelas plantas (Figura 2). Nos fertilizantes com
Trichoderma harzianum sem o revestimento (ST+Th) diferencas significativas (P
<0,05) foram observadas para todas as variaveis analisadas: conteudo de P total (C-
T), contedudo de P da parte aérea (C-PA) e conteudo de P da raiz (C-R) quando
comparadas ao ST, sendo observados incrementos de 56, 60 e 24%,
respectivamente. Ja o fertilizante superfosfato triplo com Trichoderma harzianum e
revestimento (ST+GM+Th) mostrou superioridade em relacdo ao ST apenas para
variaveis C-T e C-PA com ganhos de 45 e 53%. O tratamento do superfosfato triplo

com goma arabica nao diferiu do tratamento controle.
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Figura 2: Conteudo total de P (A), contetdo de P na parte aérea (B) e conteudo de P na raiz
(C) de plantas de milho cultivadas com superfosfato triplo (ST); superfosfato triplo com
adicdo de goma ardbica a 20% (ST+GM); superfosfato com adigdo de Trichoderma
harzianum 1500 UFC (ST+Th) e superfosfato triplo com adigdo de goma arabica (20%) e
Trichoderma harzianum 1500 UFC. ©) Difere do tratamento controle (ST) pelo teste de
Dunnett a 5%.

3.3 Atividade enzimatica e pH do solo cultivado com pelas plantas de milho
adubadas com superfosfato triplo e Trichoderma harzianum

Nos solos em que houve aplicacao do Trichoderma harzianum associado ao
superfosfato triplo, tratamentos ST+Th e ST+ GM+Th foi constatado aumento da
atividade das fosfatases acida e alcalina (Figura 3A e 3B). Os valores de pH nos
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solos cultivados com os diferentes fertilizantes variaram entre 5,14 e 5,29 (Figura
3C). O solo que recebeu o fertilizante contendo Trichoderma harzianum sem
revestimento (ST+Th) mostrou-se mais acido (Figura 3C). O tratamento do
superfosfato triplo com goma arabica nao implicou em diferengas em relacdo ao

tratamento controle.
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Figura 3: Atividade das fosfatases acida (3A), fosfatase alcalina (3B) e pH nos solos
cultivados com superfosfato triplo (ST); superfosfato triplo com adicdo de goma arabica a
20% (ST+GM); superfosfato com adicao de Trichoderma harzianum 1500 UFC (ST+Th) e
superfosfato triplo com adicao de goma arabica (20%) e Trichoderma harzianum 1500 UFC..
) Difere do tratamento controle (ST) pelo teste de Dunnett a 5%.
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4. DISCUSSAO

A adicdao de Trichoderma harzianum ao superfosfato triplo melhorou a
aquisicao de P e o crescimento inicial de plantas de milho. Esses resultados podem
estar relacionados a capacidade do fungo de solubilizar formas menos labeis desse
nutriente, o que aumenta da disponibilidade de P no solo (NARLOCH, et al., 2002;
GOLDSTEIN, 1986; KIM, 1998). Esse fungo é capaz de produzir 4cidos organicos
na rizosfera das plantas (WHITELAW, 1999; KAPRI e TEWARI, 2010; CHAGAS et
al., 2017). Além da acidificacédo, estes compostos podem formar complexos com
cétions (ex.: ferro ou aluminio), favorecendo a dissolugdo de formas mais
recalcitrantes de P (GYANESHWAR et al., 2002). Adicionalmente, a producao
dessas substancias pelo fungo (compostos que competem com o P por sitios de
adsorcao na fase sélida do solo) pode contribuir para reduzir a adsor¢ao e posterior
fixacdo desse nutriente, melhorando sua aquisi¢cao pelas plantas (KPOMBLEKOU e
TABATABAI, 1994).

O efeito positivo de Trichoderma harzianum, aplicado junto ao fertilizante,
no crescimento das plantas de milho pode também estar relacionado a producao de
reguladores de crescimento vegetal. A produgéo desses reguladores (ex.: auxinas)
tem efeito positivo no desenvolvimento das raizes das plantas (OLIVEIRA et al.,
2014; CONTRERAS-CORNEJO, et al., 2009; CHAGAS et al., 2017), o que melhora
sua capacidade de aquisicdo de agua e nutrientes, com forte efeito em nutrientes
menos moveis no solo, como o P (L()PEZ—BUCIO et al, 2015; FIORENTINO et al.,
2018)

A diminuicdo do pH do meio, principalmente pela produgdo de acidos
organicos, é também importante na inibigdo do crescimento de raizes primarias, e
consequentemente para o estimulo ao desenvolvimento das raizes secundarias
aumentando substancialmente a superficie radicular (CONTRERAS-CORNEJO et
al., 2009; KAPRI e TEWARI, 2010; CHAGAS et al., 2017).

Microrganismos solubilizadores de fosfatos, como o Trichoderma, apresentam
capacidade de aumentar o aproveitamento de formas pouco soltveis de P. A maioria
dos estudos que avaliam o emprego do fungo na busca de aumentar a eficiéncia da
fertilizacdo utilizam fosfatos naturais de baixa solubilidade (ALTOMARE et al., 1999;
TANDON et al., 2020; EL-KATATNY e IDRES, 2014). Poucos trabalhos, como os
realizados por Vinci et al., 2018; avaliaram a aplicacdo de Trichoderma harzianum
quando se usa fontes de P soluveis para fertilizacao
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O aumento da atividade das fosfatases acida e alcalina observadas quando
houve a aplicagdo de Trichoderma harzianum no fertilizante também deve estar
associado ao aumento da aquisicao de P pelas plantas (Figura 2 A). A atividade
das fosfatases é diretamente relacionada a concentracao de P do solo (NAHAS et
al., 1994; FERNANDES et al., 1998; SILVA e BASSO, 1993). O aumento da
atividade enzimatica das fosfatases eleva o acesso das plantas ao P organico do
solo. Aumentos de atividade das enzimas fosfatase acida e alcalina também foram
verificadas por Bononi et al., (2020) e Mercl et al., (2020) em solo cultivados com
plantas de soja e milho, respectivamente, inoculadas com Trichoderma spp.

Os dados analisados sugerem que 0 uso goma arabica para revestimento do
fertilizante enriquecido com Trichoderma harzianum ao fertilizante nao foi eficiente,
embora o0 uso de polimeros naturais seja pratica frequentemente empregada para
aumentar a sobrevivéncia de microrganismos, como Rhizobium inoculados em
sementes de leguminosas (VINCENT, 1970; SALEMA et al. 1982).

5. CONCLUSAO

A adicao de Trichoderma harzianum ao superfosfato triplo melhora
substancialmente o efeito da aplicagcdo deste fertilizante na aquisicdo de P e
crescimento das plantas, ndo sendo necessario adicionar aditivo para melhorar o
efeito desejado. Todavia, testes de sobrevivéncia sdo ainda necessarios para avaliar

a sobrevivéncia do fungo no fertilizante apds diferentes periodos de armazenamento.
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