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“Although nature has proven season in and season out that
if the thing that is planted bears at all, it will yield more of
itself, there are those who seem certain that if they plant
tomato seeds, at harvesttime they can reap onions.

Too many times for comfort I have expected to reap good
when I know I have sown evil. My lame excuse is that I have
not always known that actions can only reproduce
themselves, or rather, I have not always allowed myself to
be aware of that knowledge. Now, dfter years of observation
and enough courage to admit what I have observed, I try to
plant peace if I do not want discord; to plant loyalty and
honesty if I want to avoid betrayal and lies.

Of course, there is no absolute assurance that those things
I plant will always fall upon arable land and will take root
and grow, nor can I know if another cultivator did not leave
contrary seeds before I arrived. I do know, however, that if
I leave little to chance, if I am careful about the kinds of
seeds I plant, about their potency and nature, I can, within
reason, trust my expectations.”

Maya Angelou



RESUMO

TRICHODERMA NA GERMINACAO DE SEMENTES E NO DESENVOLVIMENTO INICIAL
COM VERMICOMPOSTO EM HORTALICAS

AUTORA: Nayra Grazielle da Silva
ORIENTADOR: Antonio Carlos Ferreira da Silva

O Brasil é o maior consumidor mundial de agrotéxicos e os avancos tecnolégicos na area de producao vegetal
nao reduziram o seu uso e como consequéncia hd uma oferta de alimentos contaminados a populacdo. O
presente projeto criard subsidios para avaliar o efeito de bioproduto a base de Trichoderma harzianum em
cultivo em cdmara de germinacdo e de forma associada ao vermicomposto em estufa agronémica na
germinacado, desenvolvimento inicial e promogdo de crescimento de horticolas. No primeiro artigo, as doses
de trichoderma foram os seguintes: D1) 0,0; D2) 10% D3) 10% D4) 10'° UFC.L!. Apés a inoculagdo, as
sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel de filtro umedecidos com dgua destilada estéril na
quantidade de 2,5 vezes o peso do papel. Distribuiram-se uniformemente 20 sementes de cada espécie por
tratamento. Ap6s 72 horas, foi determinado o nimero de sementes germinadas e ndo germinadas e, apds 7
dias, o nimero de sementes germinadas, medindo-se também o comprimento de parta aérea e sistema
radicular e fitomassas frescas e secas das plantulas. No segundo artigo, os tratamentos (T) contendo substrato
composto por mistura de vermicomposto e solo arenoso, foram os seguintes de acordo com as doses do
bioproduto Ecotrich® a base de trichoderma: T1) 0,0; T2) 108; T3) 10% T4) 10'° UFC.L™. Apés a inoculagio,
o substrato foi alocado em bandejas de germinagdo, onde foram semeadas trés sementes de tomate cereja por
célula, totalizando 90 sementes por tratamento. Aos 12 dias apds a semeadura contou-se o nimero de
plantulas emergidas e realizou-se o desbaste, havendo a manutencdao de uma plantula por célula. Aos 30 dias
ap6s a semeadura, avaliou-se a altura, didmetro do coleto, clorofilas a, b e total, fitomassas fresca e seca
radicular e de parte aérea, volume e area radiculares, area foliar e andlise quimica foliar. Conclui-se que as
doses de trichoderma utilizadas no presente estudo apresentaram efeito inibidor da germinacdo de sementes
de mostarda, tomate e rdcula em experimento in vitro. Sementes de melancia apresentaram incremento na
germinacdo na presenca de trichoderma e tendéncia de aumento do pardmetro com o aumento das
concentracoes. O desenvolvimento inicial das horticolas também apresentou resultados inferiores quando
comparado aos tratamentos sem trichoderma. O crescimento de tomate cereja inoculado com doses de
trichoderma em estufa agrondmica em associacdo com concentracdes de vermicomposto apresentou
resultados semelhantes aos tratamentos sem trichoderma quando na presenca de maiores concentracdes do
substrato organico.

Palavras-chave: promocao de crescimento. inibi¢do. metabélitos secundarios.



ABSTRACT

TRICHODERMA NA GERMINACAO DE SEMENTES E NO DESENVOLVIMENTO INICIAL
COM VERMICOMPOSTO EM HORTALICAS

AUTHOR: Nayra Grazielle da Silva Silva
ADVISOR: Antonio Carlos Ferreira da Silva

Brazil is the world's largest consumer of agrochemicals and technological advances in the area of plant
production have not reduced its use and as a consequence there is a supply of contaminated food to the
population. The present project will create subsidies to evaluate the effect of bioproduct based on
Trichoderma harzianum in vitro and isolated cultivation and associated vermicompost in agronomic
greenhouse in the germination, initial development and promotion of horticultural growth. In the first article,
the treatments (T) doses of trichoderma were as follows: T1) 0,0; T2) 108; T3) 109; T4) 1010 UFC.L-1. After
inoculation, the seeds were distributed over two sheets of filter paper moistened with sterile distilled water
in the amount of 2.5 times the paper weight. Twenty seeds of each species were evenly distributed per
treatment. After 72 hours, the number of germinated and non-germinated seeds was determined and, after 7
days, the number of seeds germinated, being also measured the length of the aerial part and root system and
fresh and dry plantlets of the seedlings. In the second article, the treatments (T) containing substrate
composed of a mixture of vermicompost and sandy soil, were the following according to the doses of the
Ecotrich® bioproduct based on trichoderma: T1) 0,0; T2) 108; T3) 109; T4) 1010 UFC.L-1. After inoculation,
the substrate was placed in germination trays, where three cherry tomato seeds were sown per cell, totaling
90 seeds per treatment. Twelve days after sowing, the number of emerged seedlings was counted and the
thinning was performed, and one seedling per cell was maintained. At 30 days after sowing, the height,
collecting diameter, chlorophyll a, b and total, fresh and dry root and shoot phytomasses, root volume and
area, leaf area and foliar chemical analysis were evaluated. It was concluded that the doses of trichoderma
used in the present study had an inhibitory effect on the germination of mustard, tomato and arugula seeds in
an in vitro experiment. Seeds of watermelon presented increase in germination in the presence of trichoderma
and tendency of increase of the parameter with the increase of the concentrations. The initial development of
vegetables also presented inferior results when compared to the treatments without trichoderma. The growth
of cherry tomato inoculated with trichoderma doses in agronomic greenhouse in association with
vermicompost concentrations presented similar results to the treatments without trichoderma when in the
presence of higher concentrations of the organic substrate.

Keywords: growth promotion. inhibition. secondary metabolites.
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13

1 INTRODUCAO GERAL

A categoria de alimentos que mais se destaca na literatura cientifica e nos meios de
comunicacdo em relacdo a contaminagdo por agrotoxicos aplicados durante seu processo de
producado, sdo as hortaligas. O Brasil é o maior consumidor mundial de agrot6xicos e 0s avangos
tecnologicos na area de producdo vegetal nao reduziram o seu uso, pelo contrério, entre 2000 e
2012, o consumo mundial apresentou um crescimento de 93%, enquanto no Brasil foi de 162%
(ABRASCO, 2015). Como consequéncia, ha uma oferta de alimentos contaminados para
comercializacdo. Em tomate, por exemplo, das 246 amostras analisadas, 16% apresentaram
contaminacao, e destas, 11% possuiam residuos agrotéxicos de uso ndo autorizado no pais
(ANVISA, 2013).

Como contraponto, a agricultura organica € entendida como um sistema de producao de
alimentos em que ndo é permitido o uso de produtos quimicos sintéticos prejudiciais a satde
humana e ao ambiente. Nesse sistema € essencial que os residuos vegetais, os dejetos animais
e outros materiais provenientes do processo de producdo da propriedade agricola sejam
reincorporados no sistema, reduzindo os custos de producdo e garantindo menor dependéncia
do agricultor ao mercado.

Analiticos sociais afirmam que o grande desafio para a agricultura moderna sera o de
desenvolver sistemas agricolas que possam produzir alimentos em quantidades e qualidades
suficientes as necessidades humanas sem causar impactos negativos nos recursos solo e
ambiente. No entanto, produzir alimentos na auséncia de produtos quimicos e agrotéxicos é um
grande desafio para agricultores. Os conhecimentos basicos acerca do crescimento inicial de
plantas sob sistema organico ainda sdo escassos, e essa falta desse conhecimento afeta
diretamente a qualidade de producdo de agricultores que adotam esse sistema de producdo. Em
apenas um ano, de abril de 2014 a abril de 2015, a adesdo de agricultores a produgdo organica
cresceu 34% (BRASIL, 2015). O modelo, ainda em expansdo, apresentou em 2015 um
crescimento expressivo de 31% comparado ao ano de 2014, sendo responsavel pela
movimentacdo de R$ 2,5 bilhdes no mesmo periodo (BRASIL, 2015). As principais
dificuldades do sistema sdo relacionadas aos substratos e a adaptacdo de variedades e sementes
ao sistema de producao organico (EMBRAPA, 2014).

Essa crescente atencao pela sustentabilidade populariza a utilizacdo de bioprodutos na
producdo agricola que possuam como principio ativo microrganismos benéficos e ou seus
metabolitos secundarios que atuam como antagonistas a fitopatdgenos em diversas culturas,

bem como promotores do desenvolvimento vegetal. Trichodermas atuam na reducao do tempo
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de producdo de mudas ao promover a precocidade da germinacao de sementes, além de
proporcionar a planta resisténcia aos estresses bidticos e abidticos, resultando no incremento de
produtividade (HAJIEGHRARI, 2010). O isolado, a concentracdo e a forma de aplicagdo de
trichoderma, a espécie vegetal e o tipo de substrato utilizado podem influenciar a atividade do
trichoderma (HAJIEGHRARI, 2010).

O uso de vermicompostos e substratos organicos, a utilizacdo de sementes de variedade
crioula e a adi¢do no sistema solo-planta de microrganismos promotores do crescimento vegetal
e do biocontrole de doengas, convergem com a necessidade de uma producao agricola de menor
impacto ambiental e envolvida com as mudangas de habitos e de consciéncia do mercado
consumidor, mais exigente por alimentos livres de contaminantes.

A associacdo entre vermicomposto e microrganismos foi explorada por Basco et al.
(2017) ao estudarem o biocontrole da fusariose em tomateiro por meio da biofortificacdo de
vermicomposto com microrganismos Trichoderma harzianum, Pseudomonas fluorencens e
Bacillus subtilis e verificam que na presenca do fungo, a altura, a biomassa seca da planta e o
comprimento de raiz apresentaram maiores resultados em compara¢do ao controle e aos
tratamentos com as bactérias. ApOs contagem, 0s autores observaram que houve aumento
significante do nuimero de microrganismos presentes no substrato ap6s inoculagdo.
Vermicomposto também permite a promocao de resisténcia as plantas sob condicdes abidticas
estressantes, como na presenca de substancias de efeito fitotoxico (GARCIA et al., 2014). Essas
capacidades estdo vinculadas a presenca e acao de substancias himicas de vermicomposto, que
ainda contribuem para a descontaminacdo de solos por meio de mecanismos de retencdo e
biodegradacao de substancias (PETTIT, 2004).

A compreensdo das interacOes entre o bioagente, substratos organicos e espécies
vegetais de interesse agronémico torna-se fundamental para identificar os mecanismos de acao
de bioprodutos em horticolas submetidas a condigdes organicas de cultivo (BAREA, 2015),
bem como expandir o uso de vermicomposto bioinoculado como alternativa viavel de substrato
para agricultura sustentavel. Com base nesse contexto, o presente trabalho criara subsidios para
avaliar o efeito de bioproduto a base de Trichoderma harzianum em cultivo em estufa de
germinacdo e de forma associada a vermicomposto em estufa agricola na germinacao de
sementes agroecoldgicas e no desenvolvimento inicial e promocdao de crescimento de

horticolas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
21 HORTICULTURA ORGANICA

Com éarea cultivada de aproximadamente 837 mil hectares e volume de producdo em torno
de 63 milhdes de toneladas, a producdo de hortalicas engloba mais de uma centena de espécies
cultivadas em todas as regides do pais (CNA, 2016). Por outro lado, ainda que exista um alto
indice de producao e a possibilidade de expansdao do mercado, hortaligas estdo frequentemente
vinculado entre os alimentos contaminados por residuos agrotéxicos em virtude do intenso
combate a pragas e doencas comuns durante o cultivo. A principal consequéncia do alto uso de
agrotoxicos na cultura é a oferta de alimentos contaminados a populacdo, como mostram o0s
resultados do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos: em tomate, por
exemplo, das 730 amostras analisadas, 62 (8,49%) apresentaram teores acima do Limite
Maximo de Residuo estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Ainda, dos 63
agrotoxicos encontrados nas amostras, 13 (21%) ndo sao autorizados para a cultura (ANVISA,
2015). Esses indices preocupantes demonstram que o controle de residuos e a segurancga
alimentar devem ser os pontos norteadores da horticultura.

Somado a isso, a propaganda massiva nos meios de comunicacdo sobre os riscos
ambientais, principalmente para a saide humana no consumo de alimentos contaminados por
residuos agrotéxicos, e o esforco de entidades no combate ao uso indiscriminado destes
produtos, tais como a Organizacao das Nacoes Unidas e a Organizacdo das Nagoes Unidas para
Satude e Alimentacdo, despertam mudancas de habito de consumo por parte da populagdo
brasileira (ONU, 2016). Em marco de 2016, na sede da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO), foi finalizado o documento “Diretrizes voluntarias para o
manejo sustentavel dos solos” (ONU, 2016). Ap6s dois meses, a FAO e a Organizacdo Mundial
da Saude publicaram novas diretrizes para reducdo do uso de agrotdxicos de alta toxidade
(ONU, 2016). Essa mobilizacdo é resultado da preocupacdo com os riscos que a utilizacao
desses produtos desencadeia sobre os recursos naturais e a saide humana, principalmente, em
paises em desenvolvimento.

O enfoque ecoldgico que se estabeleceu na sociedade e fomentou o aumento do mercado
consumidor mais exigente por alimentos frescos, naturais e pouco processados, oportuniza um
cenario onde devem ser estabelecidas solugbes agrotecnologicas mais sustentaveis, e que
principalmente abordem a adaptacao de variedades de sementes e o uso de insumos adaptados
ao sistema de producdo orgdnico visando uma transicdo segura e rentavel do sistema

convencional para o sistema organico pelos agricultores.
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Uma alternativa viavel para a manutencdo da alta producdo aliada ao baixo impacto
ecologico é o uso de vermicomposto e ainda, como permite a legislacdo brasileira referente ao
sistema organico de produgdo, de microrganismos promotores do crescimento vegetal (GHINI

& BETTIOL, 2000; PENTEADO, 2001). A Instrucao Normativa 7/99 do MAPA estatui:

Sistema organico de producdo agropecudria e industrial é aquele em que se adotam
tecnologias que otimizam o uso dos recursos naturais e socioecondmicos, respeitando
a integridade cultural e tendo por objetivo a auto sustentagdo no tempo e no espago, a
maximizacdo dos beneficios sociais, a minimizacdao da dependéncia de energias nao-
renovaveis e a eliminacdo do emprego de agrotoxicos e outros insumos artificiais
téxicos, organismos geneticamente modificados ou radiacGes ionizantes em qualquer
fase do processo de produgdo, armazenamento e de consumo, e entre 0S mesmos,
privilegiando a preservacdo da satide ambiental e humana e assegurando a
transparéncia em todos os estagios da producao e de transformagao de alimentos.

Esse sistema de producdo deve resultar na utilizacao mais racional e na conservagao dos
recursos naturais, sobretudo do solo, quando se refere as matérias organicas e a vida microbiana
do solo, mantendo sua estrutura e produtividade naturais. Assim, o uso de bioagentes,
biofertilizantes e aduba¢do organica é uma alternativa para a manutencdo da alta producdo
aliada ao baixo impacto ecolégico. Em razao da limitacdo do uso de defensivos e fertilizantes
e da baixa produtividade, muito devido aos poucos esforcos e baixo incentivo econémico para
investigacao cientifica e producdo tecnoldgica sobre o tema, produtos organicos, em sua grande
maioria, sdo oferecidos por precos, em media, 40% mais caros aos produtos convencionais,
gerando lucro ao produtor (CNA, 2016).

O emprego de insumos organicos e microbianos e o estudo de suas relacdes busca uma
horticultura comprometida com a seguranca alimentar e a sustentabilidade ambiental. E além
disso, se apresenta como um comprometimento com a sustentabilidade dos sistemas de
producdo, onde ha menor dependéncia a insumos externos, otimizando o0s materiais
provenientes dos processos agropecuarios das propriedades rurais. Assim, a implantacao de
acoes conservacionistas, dos recursos naturais, sobretudo dos solos, permite uma producao

agricola envolvida com as mudancas de habito e de consciéncia da sociedade.

22 TRICHODERMA

Trichoderma corresponde a fase anamorfica do género Hypocrea, pertencente a classe
dos fungos Mitosporicos, subclasse Hifomicetos, ordem Moniliales, familia Moniliaceae
(SAMUEL, 1996). Sao fungos filamentosos e estdo presentes nos mais diversos tipos de solo e
ecossistemas, na rizosfera e nas matérias organicas (HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004).

A principal caracteristica morfolégica deste género é a presenca de micélio que inicialmente
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possui coloragdo branca e crescimento rapido, mas com o desenvolvimento apresenta aspecto
aveludado e compacto com tufos de cor verde (DOMSCH et al., 1980).

Este fungo é bastante requerido como agente de controle biol6gico, considerado uma
alternativa ecolégica para resolucdo de problemas de fitossanidade e produtividade presentes
na agricultura (SAITO, 2009). A aplicagdo de trichoderma proporciona aumentos significativos
na percentagem e na precocidade de germinacdo de sementes, no biocontrole de pat6genos, no
peso seco e na altura de plantas, além de estimular o desenvolvimento das raizes laterais,
promovendo incremento na produtividade de plantas (HARMAN, 2006; CONTRERAS-
CORNEJO et al,, 2009; MACHADO et al., 2015).

Trichoderma (Trichoderma spp.) é um fungo natural de solos que apresenta colonizacao
rapida do habitat, boa adaptacdo nas variadas condicGes ambientais, agressividade contra
fungos fitopatogénicos e, quando presente em bioprodutos agricolas, possui versatilidade de
aplicacdao, podendo ocorrer em substrato, sementes ou diretamente em raizes durante o
transplantio de mudas (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010). Promove o biocontrole de doencas
e, segundo trabalhos mais atuais, é responsavel por bioestimular o crescimento de espécies
vegetais mesmo na auséncia de fitopatogenos (MACHADO et al.,, 2012). Ao realizar o
crescimento de plantas, apresenta dois mecanismos: coloniza a rizosfera e o sistema radicular
de plantas e ainda produz auxinas e acido indolacético, substancias reguladoras do crescimento
vegetal (CONTRERAS-CORTEJO et al., 2009).

Microrganismos rizosféricos sdo utilizados com sucesso em formulagdes de
bioinoculantes com intuito de promover o biocontrole de doengas, crescimento vegetal e
incrementar a produtividade de culturas (SINGH et al, 2011). A bioinoculacdo de
microrganismos em meio de cultivo anterior a semeadura de tomate promoveu maior
crescimento vegetativo das plantas e precocidade na formacdo de frutos (NZANZA et al., 2012).
Além disso, contribui para maior sobrevivéncia e melhor estabelecimento de mudas aliada com
precocidade de producdo devido a estimulacdao do crescimento (SINGH et. al, 2012). Essas
caracteristicas determinam o sucesso de trichoderma como uma alternativa de insumo natural e
segura a ser utilizada no controle biolégico de doencas e promocao de crescimento de culturas
agronomicas.

No entanto, trichoderma nem sempre apresenta efeitos positivos ao ser utilizado como
bioestimulante ou agente de biocontrole. Por exemplo, Hassan et al. (2013) verificaram que a
superdosagem de trichoderma causou inibicdo da germinacdo de sementes de Striga
hermonthica. Os autores relacionam o efeito negativo ao fato de trichoderma sintetizar

metabolitos secundarios que podem ter efeito fitotdxico em certas espécies vegetais e em certas
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concentragdes que podem se tornar maléficas. O resultado da acdo de trichoderma sera
influenciado pelo tipo de isolado presente no bioproduto, concentragdo aplicada, forma de
aplicacdo, espécie agricola a ser tratada e pelo tipo de substrato de plantas utilizado

(HAJIEGHRARI, 2010), fator este a ser discutido na préxima secao.

23 VERMICOMPOSTO E BIOINOCULACAO

Comumente utilizado como substrato de mudas, vermicompostos sdao o produto da
transformacdo de materiais organicos pela acdo combinada de fracionamento e da atividade
microbiana do trato digestivo de minhocas em um produto rico em nutrientes (ARANCON et
al., 2006). Apesar de benéfico ao crescimento de plantas, € comumente encontrado associado a
solos ou substratos comerciais, pois concentracoes altas do substrato organico em meios de
cultivos de plantas podem reduzir ou retardar o crescimento vegetal (LIM et al., 2014). O
substrato ainda conta com a vantagem de possuir baixo custo de producdo e principalmente por
ser caracteristico promotor de mudancas quimicas, fisicas e bioldgicas no solo que beneficiam
a producao de plantas de interesse agronomico (LIM et al., 2014).

A presenca de oxigénio, umidade e a temperatura ideais do solo sdo os fatores abiéticos
que irdo determinar a germinacao de sementes e 0 uso de vermicomposto como substrato de
mudas pode modificar caracteristicas fisicas do solo que irdo contribuir em mudanga positiva
desses fatores para vegetais. O adubo atribui a mistura maior capacidade de retencdo de agua,
bastante importante no periodo de embebicdo da semente durante o processo de germinacao
(PEREIRA et al.,, 2014).

A simbiose entre minhocas e microrganismos no sistema digestivo do anelideo
transformam materiais organicos solidos, como palha restos de cultivos, materiais facilmente
encontrados em zonas de cultivo vegetal, em um produto organico de coloracdo escura rico em
matéria organica. A presenca de matéria organica é responsavel por melhorar a qualidade do
solo e beneficiar o cultivo de alimentos.

Tejada e Benitez (2015) ao experimentar a utilizacdo do vermicomposto como substrato
no estadio inicial de crescimento de tomateiro em casa de vegetacdo observaram aumento
significativo da germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas, incremento dos conteudos
de clorofila e dos nutrientes nitrogénio, fésforo e potassio nas amostras foliares nos tratamentos
com vermicomposto em comparacao ao tratamento com substrato comercial. Lim et al. (2014)
concluiram que a adubacdo por meio do vermicomposto foi mais efetiva em comparacao a
adubacdo inorganica e a compostagem, pois permitiu maior presenca de macro e

micronutrientes nas amostras foliares.
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Entretanto, a nutricdo advinda do vermicomposto, apesar de ser importante no aumento
do crescimento de plantulas, ndo responde totalmente esse incremento, o que demonstra que ha
necessidade de investigar outros envolvidos (LIM et al., 2014). Zucco et al. (2015), ao
estudarem doses de vermicomposto aplicadas em solos de diferentes texturas, verificaram que
concentragdes de 0,4 e 0,8 g.g” do adubo organico permitiram maior incremento da altura,
fitomassas foliar e radicular, area foliar, clorofila e nimero de folhas e flores em tomateiro e
repolho, quando comparadas as concentracdes inferiores de 0,05, 0,1 e 0,2 g.g!. Entretanto,
quando os solos foram comparados, o arenoso apresentou melhores respostas para os
parametros de crescimento, em oposicdo aos solos com maior concentracao de argila. Os
autores sugerem que o fendmeno pode ser explicado pelo fato de solos arenosos possuirem
textura grossa e maiores espacamentos entre graos, conferindo a estes maior porosidade, e assim
maior crescimento de raizes, melhor difusdao do oxigénio para as raizes e troca de gases entre
solo e atmosfera. Dessa forma, a adicdo de vermicomposto, além de contribuir com aumento
de nutrientes disponiveis as plantas, também confere a estas um meio de crescimento 6timo. O
solo utilizado no presente trabalho de classe textural Franco Arenosa é bastante semelhante ao
utilizado no trabalho de Zucco et al. (2015).

O incremento no crescimento também pode ser atribuido a capacidade do
vermicomposto em promover transformacées quimicas do solo. Durante a vermicompostagem,
compostos complexos organicos oriundos da materiais organicos sao degradados em
substancias organicas alcalinas, como humatos e fosfatos, originando um produto basico que,
ao ser misturado com solo, contribui para a neutralizacdo da acidez (Goswami et al., 2017).
Vale salientar que o pH do solo é de fundamental importancia para que nutrientes essenciais ao
crescimento do vegetal sejam extraidos pelas raizes.

Microrganismos rizosféricos e seus metabdlitos secundarios também sdo responsaveis
por mudancgas quimicas no solo. Vermicomposto promove aumento significativo da presenga
de bactérias, actinomicetos e fungos pela liberacdo destes microrganismos presentes no sistema
digestivo de minhocas ou pelo aumento da populacdo de microrganismos devido ao aumento
da superficie de contato de alimentos utilizados pelos microrganismos (PATHMA e
SAKTHIVEL, 2012). Além do mais, vermicomposto dispoe de condi¢Oes necessarias ao
crescimento e sobrevivéncia de microrganismos e aumento da produtividade de espécies
vegetais (Song et al., 2015).

A bioinoculacdo de vermicomposto com trichoderma tem sido proposta como
alternativa de enriquecimento de substratos por diversos pesquisadores. A associagdo entre

trichoderma e vermicomposto foi investigada por Haque et al. (2010), os quais verificaram que
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a producao de sementes de mostarda apresentou aumento significativo sob regime de composto
organico bioinoculado com trichoderma em relagdo ao tratamento estritamente constituido por
dose recomendada de nitrogénio, fé6sforo e potassio. Basco et al. (2017) ao estudarem o
bioenriquecimento de vermicomposto com o0s microrganismos Trichoderma harzianum,
Pseudomonas fluorencens e Bacillus subtilis, verificaram que na presenca do fungo, a altura,
biomassa seca da planta e o comprimento radicular de plantas de tomate apresentaram respostas
superiores em compara¢ao ao controle ndo inoculado e aos tratamentos com as bactérias, o que
comprova a eficiéncia superior de trichoderma e boa adaptacdao em vermicomposto em relacao

aos demais bioagentes testados.
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ARTIGO 1

GERMINACAO DE HORTALICAS INOCULADAS COM DOSES SUPERIORES DE
TRICHODERMA

RESUMO

O tratamento de sementes possui grande importancia na prevencao de danos causados
principalmente por fungos e insetos praga durante o estabelecimento inicial na maioria das
culturas e bioprodutos compostos por microrganismos vivos em sementes apresentam-se como
método eficiente de introducdo de bioprotetores. Trichoderma que incrementa a germinagao de
sementes e reduzem a presenca de fitopatégenos. O trabalho teve por objetivo avaliar a
interferéncia do tratamento de sementes de melancia, mostarda, ricula e tomate cereja com
bioformulado liquido a base de Trichoderma harzianum, marca comercial Ecotrich® na
germinacdo em condi¢Oes controladas. Os tratamentos (T) doses de trichoderma foram os
seguintes: T1) 0,0; T2) 108; T3) 10°%; T4) 10'° UFC.L™. Apés a inoculacdo, as sementes foram
distribuidas sobre duas folhas de papel de filtro umedecidos com agua destilada estéril na
quantidade de 2,5 vezes o peso do papel. Distribuiram-se uniformemente 20 sementes de cada
espécie por tratamento. Apos 72 horas, foi determinado o nimero de sementes germinadas e
nao germinadas e, apos 7 dias, o numero de sementes germinadas, medindo-se também o
comprimento de parta aérea e sistema radicular e fitomassas frescas e secas das plantulas.
Conclui-se que a germinagdo de sementes e o desenvolvimento inicial de plantulas de horticolas
cultivadas in vitro na presenca de altas concentragoes trichoderma sdao mais propensas aos danos
causados por metabolitos secundarios excretados pelo microrganismo que adquirem natureza
inibitéria do desenvolvimento vegetal quando presentes em concentracdes diferentes da 6tima
para a cultura.

Palavras-chave: Ecotrich, promocao de crescimento, inibicao, superdosagem.
ABCTRACT

Seed treatment has great importance in preventing damage caused mainly by fungi and insect
pest during initial establishment in most crops and bioproducts composed of live micro-
organisms in seeds are presented as an efficient method of introduction of bioprotectors.
Trichoderma that increases seed germination and reduces the presence of phytopathogens. The
objective of this work was to evaluate the interference of the treatment of seeds of watermelon,
mustard, arugula and cherry tomatoes with liquid bioformula based on Trichoderma harzianum,
trademark Ecotrich ® in germination under controlled conditions. The treatments (T) doses of
trichoderma were as follows: T1) 0,0; T2) 108; T3) 109; T4) 1010 UFC.L-1. After inoculation,
the seeds were distributed over two sheets of filter paper moistened with sterile distilled water
in the amount of 2.5 times the paper weight. Twenty seeds of each species were evenly
distributed per treatment. After 72 hours, the number of germinated and non-germinated seeds
was determined and, after 7 days, the number of seeds germinated, being also measured the
length of the aerial part and root system and fresh and dry plantlets of the seedlings. It is
concluded that seed germination and the initial development of in vitro cultivated vegetable
seedlings in the presence of high trichoderma concentrations are more prone to damage caused
by secondary metabolites excreted by the microorganism which acquire an inhibitory nature of
plant development when present in concentrations other than great for the culture.

Key Words: Ecotrich, growth promotion, inhibition, overdosage.
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INTRODUCAO

O tratamento de sementes possui grande importancia na prevencao de danos causados
principalmente por fungos e insetos praga durante o estabelecimento inicial na maioria das
culturas (CARVALHO et al, 2011). Muitas doencas que se estabelecem na planta sdo
transmitidas pela prépria semente, 0 que exige que estas recebam um tratamento antes mesmo
da semeadura. A protecdo convencional de sementes tem sido predominantemente por
tratamento quimico, e mesmo sendo considerado muito eficiente, buscam-se alternativas de
menor impacto ambiental, como a aplicacdo de bioprodutos compostos por microrganismos
vivos em sementes.

Esses bioprodutos apresentam-se como método eficiente de introducao de bioprotetores
para o controle biol6gico de doencgas que causam a morte de sementes, podriddes radiculares e
tombamento de plantulas, promovendo a germinacao e o crescimento saudaveis de culturas de
interesse agronomico (SABA et al, 2012), sendo Trichoderma o mais comumente utilizado
para esta finalidade por apresentar, rdpido crescimento, facilidade de operacdo e natureza
agressiva contra inimigos naturais.

Trichoderma apresenta mecanismos de acdo para o controle e supressao de
fitopatdgenos, essenciais para sua sobrevivéncia e proliferacdo, tais como o micoparasitismo e
a antibiose. O micoparasitismo é a acdo direta de parasitismo contra fitopatégenos por meio da
competicdo por espaco e nutrientes, producao de substancias antibioticas e enzimas hidroliticas
ou uma combinacdo dessas habilidades. Com a antibiose, trichoderma inibe ou suprime
patogenos ao produzir substancias volateis ou ndo volateis e ou toxicas, como enzimas e
antibidticos, a partir do inicio do desenvolvimento da planta (HUNG e BENNET, 2013). Esses
mecanismos 0s tornam um dos mais bem-sucedidos colonizadores de diferentes habitats, seja
pela utilizacao eficiente de substrato ou pela capacidade de secrecdao de metabdlitos secundarios
(VINALE et al., 2014).

A producdo dessas substancias como mecanismo de sobrevivéncia também confere
beneficios aos vegetais. Trichoderma promove a germinacdo de sementes e o crescimento de
plantulas de inimeras espécies agricolas (MACHADO et al., 2012). Ha também incremento da
tolerancia aos estresses bidticos, abidticos e fisioldgicos que reduzem a sobrevivéncia de
sementes e causam a morte de plantulas, como presenca de substancias fitotéxicas (GARCIA
et al., 2014), salinidade, altas temperaturas e atuacao de fitopatogenos (Mastouri et al., 2010).

No entanto, a acdo eficiente de trichoderma em espécies vegetais ird depender da

quantidade de esporos ativos que permanecerao no espermoplano ou espermosfera (PILL et al.,
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2009). Estudos apontam que trichoderma pode ser promotor ou inibidor da germinacdo de
sementes e do desenvolvimento inicial de plantulas, efeitos dependentes da concentragdao do
bioagente em contato com as sementes. Ha diversos relatos em que trichoderma propiciou
melhores resultados de germinagdo e promocao de crescimento de vegetais (MACHADO et al.,
2012). Machado e Silva (2012) verificaram que doses de trichoderma promoveram a
precocidade e o aumento da velocidade de germinacdo de sementes de cambara.
Contraditoriamente, Wiethan et al. (2018), ao estudarem o efeito de bioproduto a base de
trichoderma no desenvolvimento inicial de plantas de alface em vermicomposto produzido sob
altas doses (0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0x10' UFC kg™), verificaram que as doses acima de
4,0x10" UFC kg' do produto bioldgico resultam em germinagdo de sementes inferior ao
tratamento sem trichoderma.

A porcentagem de germinacao de sementes e o nimero de plantulas normais emergidas
pode estar relacionada ao equilibrio entre as propriedades de trichoderma em inibir e promover
o crescimento das estruturas vegetais por meio da producdo de metabdlitos secundarios
(OUSLEY et al., 1993). Os autores ainda afirmam que a promoc¢do da germinacdo por meio do
microrganismo ird depender de uma série de fatores bidticos e abi6ticos, como o estagio de
desenvolvimento da cultura, o tipo e a concentracao do isolado utilizado na aplicacao.

Desta forma, este trabalho objetiva avaliar a interferéncia do tratamento de sementes de
melancia, mostarda, ricula e tomate cereja com bioformulado liquido a base de Trichoderma

harzianum, marca comercial Ecotrich® na germinacao em condi¢Ges controladas.

MATERIAL E METODOS

Os tratamentos consistiram-se na imersdo das sementes agroecologicas provenientes da
empresa Bionatur de melancia (Citrillus lanatus), mostarda (Brassica alba), ricula (Eruca
sativa) tomate (Solanum lycopersycon) por cinco minutos em suspensao de esporos de
trichoderma nas concentragdes 102, 10% 10'° UFC.L™, conseguidas por meio da diluigdo do
bioproduto em agua esterilizada, excetuando o controle, em que as sementes foram submergidas
apenas em agua destilada e esterilizada.

As sementes, apos o tratamento com trichoderma, foram distribuidas uniformemente 20
sementes de cada espécie sobre duas folhas de papel de filtro umedecidos com agua destilada
estéril na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel, feitos rolos que foram acondicionados em
estufa de germinagdo do tipo B.O.D sob fotoperiodo de 12h e temperaturas diurnas de 25 C
e noturnas de 20 C. Apés 72 horas, foi determinado o numero de sementes germinadas e

nao
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germinadas e, apos 7 dias, o numero de sementes germinadas, medindo-se também o
comprimento de parta aérea e sistema radicular e fitomassas frescas e secas das plantulas.
Foram consideradas plantulas normais todas que apresentaram o hipocétilo e raiz primaria
desenvolvidos e ausentes de danos fisicos e contaminacdes (BRASIL, 1999). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com trés repeticoes e as unidades experimentais
constituidas de um rolo de papel filtro com 20 sementes, totalizando 60 sementes por
tratamento. Foi utilizada a analise de varidancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott (p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

programa SISVAR 5.6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As doses de trichoderma testadas (0, 108, 10°e 10'° UFC.mL™) apresentaram efeitos
distintos nos parametros morfolégicos avaliados das espécies vegetais utilizadas no estudo.
Para a variavel porcentagem de germinacao, as concentracoes do bioproduto ndao apresentaram
diferenca significativa para mostarda e ricula (Figura 1). Em sementes de tomate, as doses 10°
e 10 UFC.mL ! reduziram a germinacdo, mas, em contrapartida, estimularam a de melancia.
Maiores comprimentos de radicula em tomate e melancia ocorreram na auséncia de trichoderma
(controle), e as duas maiores doses reduziram esse parametro em mostarda (Figura 2). Nao
houve diferenca significativa entre o controle e a dose inferior de trichoderma para as sementes
de rucula, tnicos tratamentos em que as plantulas sobreviveram. Houve reducdo do
comprimento de parte aérea de tomate em todas as doses de trichoderma utilizadas, ja em
melancia e mostarda ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e o controle. A
auséncia de trichoderma promoveu o melhor resultado em rucula para este parametro.
Trichoderma propiciou efeito negativo no comprimento total de melancia, mostarda e tomate,
nas quais os maiores resultados foram registrados na auséncia de trichoderma, e apresentou uma
tendéncia de reducdo do parametro com o aumento da concentracdo do bioproduto (Figura 4).
Em plantulas de ricula ndo houve variacdo de comprimento total entre o controle e a dose mais
baixa. Fitomassas frescas e secas das horticolas ndo variaram significativamente entre os
tratamentos, excluso em tomate, em que houve maior producdo de fitomassa seca na auséncia
de trichoderma (Figuras 5 e 6).

Contrariamente ao estabelecido no presente estudo, trichoderma apresenta inimeras
vantagens e beneficios para a agricultura e trabalhos posteriores demonstram a capacidade de

trichoderma em incrementar a germinagao e o vigor de sementes. Como exemplo, Ethur et al.
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(2014) ao avaliarem o efeito de metabolitos secundarios de isolados de trichoderma em
sementes de arroz, verificaram que essas substancias ndo interferiram negativamente no indice
de germinacao das cultivares testadas.

Por outro lado, Hassan et al. (2013) ao estudarem a germinacao de sementes de Striga
hermonthica e paingo, correlacionaram o aumento da concentracdo de trichoderma a morte de
todas as sementes. As variedades de paingo quando inoculadas com concentracdes de 6x10'e
1,2x10* conidios.mL™ tiveram todas as sementes germinadas, mas a concentracdo superior de
2,5x10° conidios.mL " reduziu significativamente a porcentagem de germinacdo e os indices de
vigor das sementes. Efeitos inibidores foram igualmente testemunhados por Hajieghrari (2010)
ao avaliar o efeito de isolados de trichoderma na germinagdo de sementes e no vigor de plantulas
de milho como ocorrido com as sementes de mostarda do presente estudo. Concentracoes de
10% a 107 conidios.mL™ provocaram inibicio do desenvolvimento inicial do cereal, o que
demonstra que ha uma dubiedade de efeito de trichoderma provavelmente estar relacionada
com a concentracao do microrganismo.

A reducdo da percentagem de germinacdo de sementes pode ser efeito de diversos
metabolitos secundarios produzidos durante a fase de diferenciacdo morfolégica e crescimento
de trichoderma (KELLER et al., 2005). Trichosetina, substancia antibiotica sintetizada por T.
harzianum, acomete membranas celulares e, como consequéncia, inibe o crescimento radicular
e de parte aérea de plantulas tomate, feijdo, arroz, alfafa e pimenta como resultado de uma
fitotoxidade dependente de concentracdes da substancia (MARFORI et al., 2003). Entretanto,
assim como ocorreu com os resultados da germinacdo de melancia do presente estudo,
trichosetina nao inibiu a germinacdao desses cultivos, o que pode ser resultado de maior
tolerancia de algumas espécies a uma maior densidade de trichoderma e seus metabdlitos
secundarios (BAILEY e LUMSDEM, 1998).

Da mesma forma, o acido harzianico, metabélito secundério igualmente excretado por
isolado de T. harzianum, em doses 6timas promove a precocidade e o aumento da porcentagem
da germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas, mas em concentra¢cbes mais
elevadas possui efeito contrario (VINALE et al., 2009). Tais efeitos podem ser resultados da
natureza das substancias sintetizadas pelo microrganismo, que extremamente necessarias a
sobrevivéncia e crescimento de fungos, apresentam efeito semelhante as auxinas quando em
contato com 0rgaos e tecidos vegetais (VINALE et al., 2014). Assim como o hormonio vegetal,
trichodermas em concentragdes diferentes da dose 6tima para a cultura sdo inibidores da

germinacao de sementes e do crescimento de plantulas (VINALE et al., 2008).
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Em dois experimentos, Nieto-Jacobo et al. (2017) relacionaram a producdo de
metabolitos secundarios por trichoderma e condicGes ambientais apds observarem que
concentragoes do microrganismo proporcionavam resultados contrastantes em sementes de
espécies vegetais cultivadas in vitro e em solo. Os autores sugerem que ocorre uma producao
de diferentes substancias por trichoderma de acordo com o meio ou metabélitos sao produzidos
em diferentes concentragdes nos dois ambientes. Por outro lado, Singh et al. (2016) enfatizaram
o efeito de concentracdes de trichoderma na germinagao e desenvolvimento de plantulas de seis
horticolas cultivadas in vitro e em estufa agrondmica e concluiram que os efeitos foram
semelhantes. Os autores também relataram que cada cultura obteve uma dose definida para
crescimento 6timo.

As doses de trichoderma utilizadas no presente estudo apresentaram efeito inibidor da
germinacdo de sementes de mostarda, tomate e rucula em experimento em camara de
germinacdo do tipo B.O.D. Sementes de melancia apresentaram incremento na germinagao na
presenca de trichoderma e tendéncia de aumento do parametro com o aumento das
concentracoes. O desenvolvimento inicial das horticolas também apresentou resultados
inferiores quando comparado aos tratamentos sem trichoderma.

Como observado pelos resultados obtidos envolvendo a germinacdo de sementes e o
desenvolvimento inicial de plantulas de horticolas, as doses de trichoderma utilizadas no
presente estudo apresentaram efeito inibidor da germinacdo de sementes de mostarda, tomate e
rucula em experimento em camara de germinacao do tipo B.O.D. Sementes de melancia
apresentaram incremento na germinacdo na presenca de trichoderma e tendéncia de aumento
deste parametro com o aumento das concentracdes. O desenvolvimento inicial das horticolas

também apresentou resultados inferiores quando comparado aos tratamentos sem trichoderma.

Figura 1 — Germinagdo de quatro espécies de horticolas analisadas ap6s inoculacdo de sementes com doses de
trichoderma. As sementes foram tratadas com as seguintes dilui¢des de trichoderma A = 0, B= 108,
C= 10°e D = 10% conidios.mL". Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

tratamentos para o teste de Scott-Knott comp  0,05.
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Figura 2 — Comprimento radicular de quatro espécies de horticolas analisadas ap6s inoculagdo de sementes
com doses de trichoderma. As sementes foram tratadas com as seguintes diluicdes de trichoderma
A =0,B=10% C=10°e D = 10" conidios.mL™". Letras diferentes indicam diferencas significativas

entre os tratamentos para o teste de Scott-Knott comp  0,05.
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Figura 3 — Comprimento de parte aérea de quatro espécies de horticolas analisadas ap6s inoculagdo de sementes
com doses de trichoderma. As sementes foram tratadas com as seguintes dilui¢cdes de trichoderma
A=0,B=108 C=10%e D = 10" conidios.mL!. Letras diferentes indicam diferengas significativas

entre os tratamentos para o teste de Scott-Knott comp  0,05.
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Figura 5 — Massa fresca de quatro espécies de horticolas analisadas apés inoculagdo de sementes com doses de

trichoderma. As sementes foram tratadas com as seguintes dilui¢des de trichoderma A = 0, B= 108,

C= 10°e D = 10% conidios.mL™. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

tratamentos para o teste de Scott-Knott comp  0,05.
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trichoderma. As sementes foram tratadas com as seguintes dilui¢des de trichoderma A = 0, B= 108,

C= 10°e D = 10' conidios.mL. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

tratamentos para o teste de Scott-Knott comp  0,05.
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ARTIGO 2
Vermicomposto inibe os efeitos negativos de doses superiores de trichoderma em parame-

tros de crescimento de tomate cereja

Resumo

Trichodermas sdo popularmente utilizados como agentes de biocontrole de doengas em
plantas e mais recentemente como promotores de crescimento de diversos cultivos. Contudo,
novas abordagens devem ser consideradas uma vez que algumas substancias secretadas pelo
bioagente podem causar efeitos maléficos em certas concentragdes. O trabalho objetiva avaliar
o efeito de concentracdes de solo arenoso formulado com vermicomposto e bioenriquecido com
doses superiores as recomendadas de trichoderma na germinacdao, desenvolvimento inicial e
composicdao quimica da parte aérea de variedade crioula de tomate cereja. Os tratamentos (T)
contendo substrato composto por mistura de vermicomposto e solo arenoso, foram os seguintes
de acordo com as doses do bioproduto Ecotrich® a base de trichoderma: T1) 0,0; T2) 108; T3)
10% T4) 10" UFC.L™. Ap6s a inoculagdo, o substrato foi alocado em bandejas de germinacdo,
onde foram semeadas trés sementes de tomate cereja por célula, totalizando 90 sementes por
tratamento. Aos 12 dias apds a semeadura contou-se o numero de plantulas emergidas e
realizou-se o desbaste, havendo a manutencdao de uma plantula por célula. Aos 30 dias apos a
semeadura, avaliou-se a altura, didmetro do coleto, clorofilas a, b e total, fitomassas fresca e
seca radicular e de parte aérea, volume e area radiculares, area foliar e analise quimica foliar.
Nenhuma das doses do bioproduto testadas apresentou resultados superiores aos tratamentos
sem trichoderma nos desenvolvimentos aéreo e radicular de mudas de tomate cereja aos 30 dias
ap6s a semeadura. Observou-se que plantas cultivadas na presenca de maior concentracao de
vermicomposto foram menos afetadas negativamente com o uso de doses superiores do

bioproduto.

Palavras Chaves: Lycopersicon esculentum, Trichoderma harzianum, substrato organico.
Abstract

Vermicompost inhibits the negative effect of high doses of trichoderma on cherry tomato

growth parameters

Trichodermas are popularly used as biocontrol agents of plant diseases and more recently as

growth promoters of various vegetal crops. However, new approaches must be considered since
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some substances secreted by the bioagent may cause harmful effects at certain concentrations.
The objective of this work was to evaluate the effect of concentrations of sandy soil formulated
with vermicompost and bioenriched with higher doses than those recommended for trichoderma
on germination, initial development and chemical composition of the shoot cherry tomato
variety. The treatments (T) containing substrate composed of a mixture of vermicompost and
sandy soil, were the following according to the doses of the Ecotrich® bioproduct based on
trichoderma: T1) 0,0; T2) 10%; T3) 10°%; T4) 10'° UFC.L-1. After inoculation, the substrate was
placed in germination trays, where three cherry tomato seeds were sown per cell, totaling 90
seeds per treatment. Twelve days after sowing, the number of emerged seedlings was counted
and the thinning was performed, and one seedling per cell was maintained. At 30 days after
sowing, the height, collecting diameter, chlorophyll a, b and total, fresh and dry root and shoot
phytomasses, root volume and area, leaf area and foliar chemical analysis were evaluated. None
of the bioproduct doses tested showed superior results to the treatments without trichoderma in
aerial and root development of cherry tomato seedlings at 30 days after sowing. It was observed
that plants cultivated in the presence of higher vermicompost concentration were less negatively

affected by the use of higher doses of the bioproduct.

Key words: Solanum lycopersicum, Trichoderma harzianum, organic substrate.

Introducao

A tomaticultura brasileira enfrenta atualmente uma situacao paradoxal. A baixa ingestao
de hortalicas no pais e o fato de o consumo de tomates ainda nao ter atingido o maximo apontam
para uma possivel ampliacao do consumo. Por outro lado, existe uma inibicdo do mercado con-
sumidor de tomates pela razdo do fruto estar frequentemente listado entre os alimentos conta-
minados por residuos agrotéxicos. A variedade cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)
produz tomates pequenos, adocicados e muito apreciado na gastronomia, no entanto pode ofe-
recer sérios riscos a saide humana principalmente por ser geralmente consumida in natura.
Como alternativa, o emprego de insumos organicos e microbianos e o estudo de suas relagdes
vislumbra uma tomaticultura comprometida com a sustentabilidade ambiental e a seguranca
alimentar.

Bioinoculantes compostos por trichodermas (Trichoderma spp.) sdo popularmente uti-
lizados como agentes de biocontrole de doencgas em plantas e mais recentemente como promo-
tores de crescimento de diversos cultivos (Vinale et al., 2014; Singh et al., 2016; Wiethan,

2018). Sob esse viés, trabalhos tém relacionado o aumento de 6rgdos vegetais e produtividade
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de cultivos pelo fato de diversos isolados de trichoderma serem capazes de aumentar a absor¢ao
de nutrientes pelas plantas (Machado et al., 2012) e de sintetizar intimeros compostos secunda-
rios que sdo eficazes na defesa desse fungo contra inimigos naturais, mas que podem influenciar
o metabolismo vegetal. Vinale et al. (2014) descreve iniimeras substancias fingicas sintetizadas
por isolados de trichoderma com agdo promotora de crescimento de cultivos.

Contudo, novas abordagens devem ser consideradas além do aspecto benéfico da
aplicacdo de trichoderma na agricultura. Esse entendimento é baseado no fato de
microrganismos serem a principal fonte de substancias bioativas no solo e estas podem ser
responsaveis por incrementar o crescimento e desenvolvimento de culturas por acdo de
antibi6ticos e reguladores de crescimento ou causar danos fitossanitarios ou fisioldgicos como
resultado de fitotoxidade e patogenicidade (Frankenberger & Muhammad, 1995). Neumann &
Laing (2007), por exemplo, constataram que alta dose de trichoderma causa fitotoxidez em
alface devido a capacidade do fungo em inibir bactérias conversoras de cations aménio em
nitrato e entdo contribuir para o aumento da concentracao desses cations que sao redutores do
comprimento de meristemas radiculares (Liu et al., 2013).

Os efeitos de trichoderma em vegetais sao influenciados pelas caracteristicas do meio
onde sera aplicado (Hajieghrari, 2010; Marin-Guirao, 2016), e materiais com conteido de ori-
gem organica parecem ser substratos apropriados para evolu¢do do microrganismo. De fato, a
presenca de matéria organica em associacao com trichoderma se mostrou mais eficiente em
Pang et al. (2017) no que tange a manutencdo do microbioma no solo e ao crescimento de
mudas de tomateiro. Por outro lado, a escassez de nutrientes em substratos com baixa concen-
tracdo de material organico pode causar competicdo interespecifica com vantagem ao tricho-
derma por este possuir alta eficiéncia na absorcdo de nutrientes que plantas em situacdo de
estresse (Li et al., 2015). Benitez et al. (2004), contraditoriamente, afirmam que trichoderma
proporciona melhores resultados em espécies vegetais cultivadas em solos pobres.

A acdo de trichoderma em plantas também ira depender da quantidade de metabdlitos
secundarios que estardo presentes no substrato (Vinale et al., 2014) e vermicompostos sdo apon-
tados como altamente capacitados em reduzir a concentracdao de diversas substancias no meio
de cultivo. Fracoes humicas eletricamente carregadas de vermicomposto sdo capazes de adsor-
ver e entao estabilizar e inativar cations, metais toxicos e herbicidas (Pettit, 2004; Garcia et al.,
2014) e em conjunto com a acdo de microrganismos componentes de sua microfauna podem
biodegradar poluentes (Pereira et al., 2014). No entanto, apesar de indiscutivel habilidade ad-

sorvente de vermicomposto, a investigacdo acerca das relagdes intrinsecas entre vermicomposto
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e trichoderma e, como afirma Pereira et al. (2014), sua aplicagcdo na retencdo de compostos
organicos, como os sintetizados pelo bioagente, ainda é pouco explorada.

Diante do exposto, o trabalho objetivou avaliar o efeito de concentracGes de substrato
formulado com vermicomposto bioenriquecido com altas doses de trichoderma nos parametros

de crescimento e composicdo quimica da parte aérea de variedade de tomate cereja.

Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido em estufa agricola e no Laboratérios de Andlise de Tecidos
do Departamento de Solos e Laboratérios de Interacdo Planta-Microrganismo e de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria. O
vermicomposto a base de esterco bovino foi fornecido pelo minhocéario do Departamento de
Solos, UFSM. Como fonte do agente bioldgico, foi utilizado o bioproduto comercial Ecotrich®
WP formulado em p6 a base do fungo Trichoderma harzianum IBLF006, na concentragdo 10°
UFC g de produto comercial registrado no MAPA sob o n° 04213 como fungicida
microbiol6gico de contato, indicado para aplicacdo foliar para o controle de Sclerotinia
sclerotiorum. Em teste de eficiéncia, a empresa aplicou 150 g.ha™ em alface e 200 a 250
g.p.c.ha’l em soja.

Para avaliar a porcentagem de emergéncia, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 (concentracdes de vermicomposto) x 4 (doses de
trichoderma), composto por seis repeticoes. As unidades experimentais foram representadas
por bandejas de germinacdo de polietileno, cada uma composta por cinco células. Como
substrato foi utilizado o vermicomposto produzido a base de esterco de bovino de leite nas
concentragdes 25 Kg.Kg™! (baixa), 50 Kg.Kg™! (média) e 75 Kg.Kg! (alta) formulado com solo
da regido de classificagdo Argissolo vermelho distréfico tipico e de classe textural Franco
arenosa, composto de 60% de areia, 30% de silte e 10% de argila, ambos previamente
peneirados em malha de 0,5 cm de espessura. Apds diluicdo de trichoderma com agua destilada,
o substrato foi inoculado com solucdo de trichoderma nas concentracdes de 102, 10°e 10'° UFC
L' de substrato, excetuando o controle, onde aplicou-se apenas agua destilada. Ap6s a alocagdo
do substrato nas bandejas, um dia depois fez-se a semeadura de trés sementes de tomate cereja
por célula a 0,5 cm de profundidade, totalizando 90 sementes por tratamento. As unidades
experimentais foram mantidas em estufa agricolas sob condi¢des controladas de temperatura
(28 °C) e umidade (substrato e ambiente).

- Desenvolvimento de plantas de tomate cereja - Para determinar a porcentagem de

emergeéncia, fez-se o registro diario do niumero de plantulas emergidas até os 12 dias apds a
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semeadura (DAS). Apo6s a etapa de avaliagdo do processo de emergéncia, realizou-se o des-
baste, restando uma plantula por célula. Para fins de comparagao e diferenciagdao do desenvol-
vimento, aos 30 DAS, mediu-se a altura e o didmetro do coleto das mudas, com auxilio de régua
e paquimetro digital, respectivamente, e a determinou-se o conteido foliar de clorofila com
auxilio do medidor eletronico clorofiLOG. Apds, as mudas foram cortadas na altura do colo e
pesadas para determinacdo de fitomassa fresca radicular e da parte aérea. Em seguida, todas as
plantas foram analisadas com auxilio do scanner profissional Epson XL 10000, sendo utilizada
uma definicao de 600 dpi para medidas de morfologia de raiz e 400 dpi para medigoes foliares.
As imagens obtidas em trés dimensdes foram analisadas pelo programa WinRHIZO Pro 2013,
onde foram quantificadas as caracteristicas area superficial de folhas e de raizes (cm?) e as
caracteristicas radiculares comprimento total (cm), volume (cm?) e didametro médio (mm). Apds
esta etapa, as partes aéreas foram acondicionadas em envelopes de papel e levados para estufa
de secagem com sistema de ventilacdao forcada, a temperatura de 65°C. Apds atingirem o peso
constante, fez-se a pesagem do material para determinacdo da fitomassa seca.

- Analise quimica da parte aérea: Para determinacao dos nutrientes Ca, Mg, N e K da
parte aérea, o material ap6s seco foi triturado com auxilio de cadinho e pistilo de porcelana e
submetido a andlise de tecidos vegetais, conforme metodologia proposta por Tedesco et al.
(1995).

- Analise estatistica: Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e as médias compa-
radas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Todos os parametros avaliados foram submetidos a
analise de regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
SISVAR 5.6.

Resultados e discussao

Os resultados observados para os parametros de crescimento emergéncia, altura,
diametro do coleto, fitomassas seca radicular e da parte aérea e clorofila total de mudas de
tomate cereja produzidas em concentracoes crescentes de vermicomposto inoculado com doses
crescentes de trichoderma demonstraram a interacao entre os fatores doses de trichoderma e
concentracoes de vermicomposto de forma que ocorreu uma tendéncia de reducdo nesses
parametros em mudas submetidas as concentra¢des do microrganismo e cultivadas em substrato
com baixa concentracdao de vermicomposto. Na presenca de maior contetido do adubo os
parametros altura da plantula, didametro do coleto e clorofilas a e total foram semelhantes aos
tratamentos sem trichoderma (Tabela 1).

O efeito de trichoderma na emergéncia de sementes e desenvolvimento de plantas

parece ser dependente da concentracao do bioproduto. Respostas sobre a quantidade de
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trichoderma em espécies horticolas foram evidenciadas por Singh et al. (2016), apds
verificarem que cada cultura apresentou um intervalo 6timo de concentragao do bioproduto para
promocdo de desenvolvimento das plantas. Os autores observaram que doses mais baixas de
103, 10*e 10° esporos.mL ™ estimulam a germinacdo de sementes e o crescimento de tomate,
berinjela, pimentdo, quiabo, cabaca e guar, enquanto a dose mais alta de 108 esporos.mL " inibe
o comprimento de radicula de plantulas de tomate e a partir de 10° esporos.mL em berinjela,
concentracoes que também reduzem o posterior desenvolvimento dessas espécies em ambiente
parcialmente controlado.

Ao avaliar metabélitos secundarios, Contreras-Cornejo et al. (2009) sugeriram que
trichoderma pode induzir o crescimento vegetal por meio de um mecanismo dependente das
auxinas ao verificarem que o A4cido indolacético biossintetizado pelo fungo aumenta o
comprimento radicular em Arapdopsis em certas quantidades. Por outro lado, auxinas
exOgenas, como as secretadas por trichoderma, podem afetar o desenvolvimento de tecidos de
alta sensibilidade, como os do sistema radicular (Tanimoto, 2005) e de caules jovens (Thimann,
1937). Contraditoriamente, no presente trabalho, a maior concentracao de trichoderma,
independentemente do conteido de vermicomposto, proporcionou maior area radicular nas
mudas, o que, segundo Bjérkman (2004) pode ser explicado pelo fato das raizes de tomateiro
ndo apresentarem sensibilidade as substancias nas condicdes estabelecidas deste trabalho.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Wiethan et al. (2018),
0s quais observaram que todas as todas as doses de trichoderma testadas em mudas de alface
cultivadas em mesma concentragcdo vermicomposto apresentaram efeito redutor no desenvolvi-
mento de raiz e parte aérea das mudas ao serem comparadas ao tratamento sem trichoderma.
As doses acima da recomendada de 8 e 16.10" conidios.Kg™ reduziram a germinacdo, a con-
centracdo desses nutrientes nas folhas e inibiram o desenvolvimento da hortalica em relacao
aos demais tratamentos.

A presenca de matéria organica parece estar relacionada com a biossintese de auxinas
por fungos (Nieto-Jacobo, 2017), e por outro lado, a quantidade do composto no substrato é
aspecto determinante do potencial de reducdo da quantidade de substancias que podem ser ma-
léficas ao crescimento vegetal (Frankenberger e Muhammad, 1995). Semelhantemente ao pre-
sente trabalho, dados obtidos por Marin-Guirao et al. (2016) ao investigarem o efeito de tricho-
derma no crescimento de mudas cultivadas em substratos com diferentes contetidos de material
organico, demonstram aparecimento de patogenicidade em tomate e espinafre quando a dose

méxima de trichoderma testada (108 conidios.mL™) foi associada ao substrato ausente de
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matéria organica em comparacao as hortalicas cultivadas em substrato rico em matéria organica
e com doses inferiores do bioestimulante (107 e 10° conidios.mL™).

A relacdo entre ataxa de sintese e retencdo ou biodegradagdo de metabdlitos secundarios
de trichoderma determina o efeito do bioagente no crescimento de plantas (Vinale et al., 2014).
No entanto, esse processo sera dependente das propriedades fisicas e quimicas dos compostos
a serem adsorvidos (Pereira et al., 2014). Diversos trabalhos demonstram a afinidade entre os
dois tipos de substancias. Canellas et al. (2002), ap6s analisarem a estrutura de vermicomposto
encontraram grupos auxinicos trocdveis na macroestrutura de substancias himicas de
vermicomposto.

Substancias htimicas também influenciam enzimas envolvidas na regulacdo do
crescimento de plantas (Pettit, 2004). FracOes de acido humico impedem a destruicao do
sistema enzimatico de oxidase do acido indolacético (AIA-oxidase), responsavel pela
degradacdo de acido indolacético, por meio de mecanismo que envolve a acdao de grupos
fenolicos de 4cidos himicos e dessa forma o fitohormonio continua a estimular os processos de
crescimento vegetal (Mato et al., 1971).

Por outro lado, Muscolo (1999) demonstrou que estas substancias hiumicas também se
ligam ao acido indolacético. A adsorcdo de substancias responsaveis pelo crescimento vegetal
por vermicomposto € relatada por Arancon et al., (2006) e posteriormente por Tejada e Benitez
(2015), os quais determinam que os locais de ligacdo presentes em fracdes himicas de vermi-
composto sao capazes de reter hormonios vegetais e entdo disponibiliza-los gradativamente as
plantas. Auxinas, quinetinas e giberelinas também foram relatadas por Kiyasudeen et al. (2016)
como fitohormonios capazes de serem retidos em humatos e fulvatos de vermicompostos e li-
berados de forma que a acdo bioestimulante dessas substancias persista por maior periodo e
sem que haja efeitos negativos durante crescimento das plantas.

Como observado pelos resultados obtidos envolvendo o desenvolvimento inicial de
plantas de tomate cereja, plantas cultivadas na presenca de maior conteido de vermicomposto
sao menos propensas aos danos causados por compostos bioativos secretados por trichoderma
que adquirem carater fitotéxico ou patogénico quando presentes em concentragoes nocivas para
a cultura provavelmente devido a capacidade de substancias hiimicas de vermicomposto em
reduzir a concentracao disponivel as plantas de substancias sintetizadas pelo bioagente que
podem ter efeito nocivo ao desenvolvimento de tomate cereja quando em concentracoes

utilizadas neste trabalho.
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Resultados

Tabela 1. Desdobramentos das interacdes significativas entre doses de trichoderma e concen-
tracOes de vermicomposto para 0s parametros emergéncia, altura de planta, diametro do coleto,
area radicular, massa seca radicular, massa seca da parte aérea, clorofila A e clorofila total.
Santa Maria — RS, 2018.

Doses de trichoderma (UFC.L™)
Tratamentos 0 108 10° 1010
Doses de vermi-
Ccomposto Emergeéncia (dias)
(g.8")
25 70,00 Aa' 66,66 Aa 35,00 Bb 43,33 Bb
50 61,67 Aa 63,33 Aa 55,00 Ab 58,33 Ab
75 58,33 Aa 73,33 Aa 71,67 Aa 80,00 Aa
CV (%) = 26,57%
Altura de planta (cm)
25 9,560 Aa 8,596 Aa 7,075 Bb 6,213 Bb
50 9,603 Aa 10,030 Aa 8,392 Ab 10,673 Aa
75 10,627 Aa 11,076 Aa 11,205 Aa 12,057 Aa
CV (%) =17,40
Diametro do coleto (cm)
25 2,114 Ab 2,024 Ab 2,538 Ab 2,354 Ab
50 2,293 Bb 3,328 Aa 2,911 Ab 2,606 Bb
75 3,467 Aa 3,406 Aa 3,329 Aa 3,443 Aa
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CV (%) = 12,89
Area radicular (cm?)

25 31,69 Ab 34,92 Ab 16,03 Ac 42,14 Aa

50 36,98 Ab 44,34 Ba 35,49 Bb 43,34 Aa

75 38,80 Ab 46,10 Ba 41,75 Cb 49,38 Aa
CV (%) =7,43

Clorofila a (ICF)

25 277 Aa 187 Bb 212 Bb 242 Aa

50 247 Aa 255 Aa 261 Aa 243 Aa

75 249 Aa 267 Aa 263 Aa 264 Aa

CvV=12,5
Clorofila total (ICF)

25 351 Aa 238 Bc 265 Bc 300 Ab

50 314 Aa 317 Aa 321 Aa 321 Aa

75 314 Aa 338 Aa 330 Aa 306 Aa

CV =12,25
Massa seca radicular (g)

25 0,023 Ab 0,032 Aa 0,021 Bb 0,022 Bb

50 0,028 Aa 0,026 Aa 0,026 Ba 0,025 Ba

75 0,026 Ab 0,024 Ab 0,035 Aa 0,036 Aa
CV (%) = 12,00

Massa Seca da Parte Aérea (g)

25 0,32 Aa 0,129 Ba 0,104 Ba 0,097 Ba

50 0,14 Ab 0,159 Aa 0,161 Aa 0,176 Aa

75 0,16 Ab 0,198 Aa 0,156 Aa 0,171 Aa

CV (%) = 52,63

1 Médias seguidas por mesma letra mintiscula na coluna nio diferem pelo teste de Scott-Sknott, ao nivel de 5%

de probabilidade.

Tabela 2. Valores médios do volume radicular (VR), massa fresca da parte aérea (MFPA), area
foliar (AF), nitrogénio (N), potassio (k), calcio (Ca) e magnésio (Mg). Santa Maria — RS, 2018.

Dose de ver- VR (cm?) MFPA Area foliar N K Ca Mg
micomposto (8 (cm?) (gKg") | (gKg") | (g8Kg") | (gKg")
(Kg Kg™)
25 0,54 a 1,32 ¢ 6,70 b 30,35b | 33,77b| 4,20a | 30,33 a
50 0,53 a 2,00b 6,86 b 38,56 b | 40,94a| 3,93a | 31,98 a
75 0,50 a 2,73 a 13,86 a 43,38a | 42,75a | 3,20a | 31,85a
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CV (%)

33,25

22,75

103,3

32,60

16,04

33,15

31,56

1 Médias seguidas por mesma letra mintiscula na coluna e letra maitiscula na linha ndo diferem pelo teste de

Scott-Sknott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3. Valores médios do volume radicular (VR), massa fresca da parte aérea (MFPA), area
foliar (AF), nitrogénio (N), potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg). Santa Maria — RS, 2018.

Dose de tri- | VR (cm®) MFPA Area foliar N K Ca Mg
choderma (® (cm?) (gKg") | (gKg") | (gKg") | (2Kg")
(UFC L™

0 0,4177 a 2,19 a 9,03 a 43,22 a | 39,52a | 3,48a | 31,56a
108 0,5670 a 2,03 a 10,23 a 38,20a | 36,62a | 4,08a | 31,78a
10° 0,4999 a 1,87 a 6,39 a 38,80a | 43,98a | 3,88a | 31,18a
1010 0,6219 a 1,97 a 10,91 a 29,50a | 36,51a | 3,68a | 31,05a

CV(%) 33,25 22,75 103,3 32,60 16,04 33,15 31,56
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CONCLUSAO GERAL

As doses de trichoderma utilizadas no presente estudo apresentaram efeito inibidor da
germinacao de sementes de mostarda, tomate e rucula em experimento em camara de
germinacgdo do tipo B.O.D. Sementes de melancia apresentaram incremento na germina¢do na
presenca de trichoderma e tendéncia de aumento do parametro com o aumento das
concentragoes. O desenvolvimento inicial das horticolas também apresentou resultados
inferiores quando comparado aos tratamentos sem trichoderma. O crescimento de tomate cereja
inoculado com doses de trichoderma em estufa agricola em associacdo com concentragdes de
vermicomposto apresentou resultados semelhantes aos tratamentos sem trichoderma para os

parametros testados quando na presenca de maiores concentragdes do substrato organico.



