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RESUMO

TRICHODERMA NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE Luffa cylindrica M. Roem.

(Cucurbitaceae)

AUTORA: Marisa Aparecida Binotto Abbad
ORIENTADOR: Antonio Carlos Ferreira da Silva

Luffa cylindrica M. Roem., também conhecida por bucha, € uma espécie herbacea,
escandente, anual, de caule longo e pertence a familia Cucurbitaceae. Espécie
produtora de fibras, com destaque no mercado agroindustrial, atualmente apresenta-
se como uma alternativa econdmica para pequenos agricultores sendo uma cultura
sustentavel e comercialmente viavel. Mesmo com o aumento do cultivo no territorio
brasileiro, carece de estudos, concernentes a aspectos de desenvolvimento
vegetativo e interacao planta-microrganismos. Os fungos do género Trichoderma séo
microrganismos naturais do solo, apresentando papel importante na agricultura como
bioprotetores. Existem muitos estudos sobre uso de produtos formulados a base de
trichoderma para o biocontrole, protegendo as sementes no solo, no entanto, sdo mais
raras as pesquisas sobre a acdo de diferentes doses deste bioproduto no
desenvolvimento inicial em plantas. O presente trabalho teve por objetivo identificar a
acao de diferentes doses de trichoderma no desenvolvimento inicial da bucha. Para
tanto, sementes de dois acessos: Faxinal do Soturno/RS e Santa Maria/RS foram
tratadas com diferentes doses de bioproduto a base de trichoderma, semeadas em
papel germitest, incubadas em estufa (BOD) a 27 °C, com fotoperiodo de 12 horas.
Em um segundo experimento, o solo (substrato comercial) foi tratado com as mesmas
doses e distribuido em bandejas com dez células cada e as sementes foram
semeadas e incubadas nas condi¢Oes anteriores e submetidas aos seguintes testes:
germinacao, primeira contagem, indice de velocidade de germinagcdo, comprimento
da parte aérea e raiz, area superficial, diametro e volume de raiz, massa fresca e seca
de plantulas e avaliacdo do indice mitdtico. As sementes tratadas responderam
negativamente a acao das doses aplicadas em relacdo ao tratamento controle em
todas as variaveis analisadas, inclusive no indice mitotico, e o tratamento do substrato
com as sementes do acesso Faxinal do Soturno apresentou o percentual de
germinacdo aumentado, nos tratamentos T3 (0,10mL) e T4 (1,00mL), e em area,
didmetro e volume das raizes. No acesso Santa Maria, houve acréscimo na variavel
primeira contagem e um incremento na massa fresca de raiz no T4, de massa seca
de raiz no T4 (1,00mL) e T5 (10,0mL) e em érea, diametro e volume das raizes,
guando comparados ao controle. Através destes resultados conclui-se que o
bioproduto a base de Trichoderma, quando aplicado as sementes e em substrato,
afeta positivamente ou negativamente o desenvolvimento inicial de L. cylindrica,
devendo-se, no entanto, considerar a acdo de fatores extrinsecos e intrinsecos
diversos como o substrato, a variabilidade populacional dos diferentes acessos, as
dosagens e o modo de aplicacdo do bioproduto.

Palavras-chave: Bucha, microrganismos, bioprodutos, desenvolvimento.



ABSTRACT

TRICHODERMA IN THE INITIAL DEVELOPMENT OF Luffa cylindrica M. Roem.

(Cucurbitaceae)

AUTHOR: Marisa Aparecida Binotto Abbad
ADVISOR: Antonio Carlos Ferreira da Silva

Luffa cylindrica M. Roem., also known as bucha, is an annual herbaceous species,
scandent, with a long stem and belongs to the family Cucurbitaceae. Fiber producing
specie, with prominence in the agroindustrial market, currently presents itself as an
economical alternative for small farmers, being a sustainable and commercially viable
culture. There is still a lack of studies concerning aspects of vegetative development
and plant-microorganism interaction, even with the increase in its cultivation in the
Brazilian territory. Trichoderma genus fungi are natural soil microorganisms, playing
an important role in agriculture as bioprotectors. There are many studies about the use
of products formulated based on trichoderma for plant disease biocontrol, protecting
seeds in the soil, however, research on the action of different doses of this bioproduct
on the initial development in plants is rarer. The present study aimed to identify the
action of different doses of trichoderma in the initial development of the bucha.
Therefore, seeds from two accessions: Faxinal do Soturno / RS and Santa Maria / RS
were treated with different doses of bio-product based on trichoderma, sown on
germitest paper, incubated in a greenhouse (BOD) at 27 °C, with a photoperiod of 12
hours. In a second experiment, the substrate (soil/commercial substrate) was treated
with the same doses and distributed in trays with ten cells each and the seeds were
sown and incubated under the previous conditions and subjected to the following tests:
germination, first count, speed index of germination, length of aerial part and root,
surface area, diameter and volume of root, fresh and dry seedling mass and evaluation
of mitotic index. The treated seeds responded negatively to the action of the doses
applied in relation to the control treatment in all analyzed variables, including mitotic
index, and substrate treatment with the seeds of the Faxinal do Soturno access
showed the increased germination percentage, in the treatments T3 (0.10mL) and T4
(1.00mL), and in root area, diameter and volume. In the Santa Maria access, there was
an increase in the variable first count, and an increase in fresh root mass in T4, dry
root mass in T4 (1.00mL) and T5 (10.0mL) and in area, diameter and volume of roots,
when compared to the control. It is concluded through these results that the bioproduct
based on trichoderma, when applied to seeds and in substrate, affects positively or
negatively the initial development of L. cylindrica, however, one must consider the
action of different extrinsic and intrinsic factors as the substrate, the population
variability of the different accesses, the dosages and the application mode of the
bioproduct.

Keywords: Bucha, microorganisms, bioproducts, development.
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INTRODUCAO

A bucha (Luffa cylindrica M. Roem.) € uma das espécies da familia
Cucurbitaceae Juss. O género Luffa compreende sete espécies, sendo que a L.
cylindrica € a mais cultivada no mundo inteiro (SIQUEIRA; BRAS; DUFRESNE, 2010)
possuindo uma grande plasticidade quanto ao clima (FERRAO, 2001).

A bucha é uma planta anual, herbacea, trepadeira vigorosa, com caule
anguloso e longo, liso ou escassamente pubescente, que pode alcancar até 15 m de
comprimento, provido de gavinhas. Suas folhas s&o lobadas e dentadas. E uma planta
monoica, com flores estaminadas em inflorescéncia racemosa e flores pistiladas
solitarias, axilares (COSTA, 2012). Os frutos séo tipo baga, fibrosos, cilindricos ou
trigonais, alongados ou elipsoides, que surgem em haste na axila foliar (JOSHI et al.,
2004). Suas sementes sao elipsoides, numerosas, pretas a cinzentas ou pardo-claras
e apresentam forma geralmente achatada (JOSHI et al., 2004); sendo liberadas pelas
duas extremidades do fruto. Seus frutos verdes sdo comestiveis quando jovens. E
uma cultura de verdo onde o plantio acontece na primavera, a colheita dos frutos de
fevereiro ao final do outono e quando maduros podem ser colhidos e descascados
para obtencéo da esponja. Originaria da Asia, mais precisamente da india e Africa
tropicais (D’ALMEIDA et al., 2005).

A bucha pode ser considerada uma alternativa sustentavel, devido a procura
crescente por produtos biodegradaveis e ecologicamente corretos. Atualmente
apresenta um forte apelo de consumidores que apreciam produtos naturais,
principalmente na higiene pessoal, por ser um esfoliante natural, auxiliando no
processo de renovacao celular. A area cultivada de bucha vegetal tem aumentado em
varias regides brasileiras, apresentando-se como importante atividade econémica e
social, principalmente na agricultura familiar (BLIND et al., 2018).

No Estado de Minas Gerais, por exemplo, se concentra o maior polo de
producdo, com area plantada acima de 100 hectares onde os produtores se
organizaram num sistema de APL (Arranjos Produtivos Locais) e hoje produzem,
processam e comercializam bucha vegetal para diversas regibes do Brasil. Nao
existem estatisticas sobre area cultivada e producdo em nivel de nacional
(MAROUELLI et al., 2013).
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Planta de facil cultivo, encontrada em todos os estados brasileiros, com as
denominacdes de bucha, esfregao, esponja vegetal, bucha dos paulistas e pepino
bravo (QUEIROZ, 2004).

Oboh e Aluyor (2009) descrevem que a nobreza da fibra e outras
potencialidades do vegetal conferem sua importancia na agricultura, medicina,
engenharia de materiais e na biotecnologia. A esponja fibrosa da bucha tem diversos
usos na industria automotiva (CARVALHO, 2007); em limpeza domeéstica, higiene
corporal, palmilhas de calgcados (MELO; MOREIRA, 2007) e artesanato. Na medicina
popular é utilizada como purgativa, desobstruente e vermifuga (MATOS, 1997).

A bucha vem agregando um potencial econédmico importante e crescente por
ser comercialmente viavel e biodegradavel, bem como pelo aumento das areas de
seu cultivo no pais. Fazendo parte da agricultura sustentavel, o uso de produtos
biolégicos para tratar sementes e/ou solo, poderia ser agregado no intuito de reduzir
perdas provocadas por patdgenos e pragas, além de proporcionar melhora no seu
desenvolvimento inicial e produtividade, sem agredir o meio ambiente. Para o cultivo
desta e qualquer outra cultura, a utilizacdo de sementes sadias € essencial,
principalmente para um bom estande inicial de plantas. Nesse contexto, Menten e
Moraes (2010) relatam que preservar a qualidade sanitaria das sementes através de
tratamentos é muito importante na promoc¢ao da germinacao das sementes e estimulo
ao desenvolvimento vegetativo inicial.

O uso de produtos biologicos, como formulados a base de trichoderma vem
sendo amplamente estudado, pois este fungo além de atuar como agente de
biocontrole (SAITO et al., 2009), protege as sementes no solo e propicia um maior
crescimento inicial das plantas. No que se refere a dosimetria de bioprodutos utilizada,
€ de suma importancia a realizacdo de pesquisas com 0 objetivo de definir doses
ideais de bioprodutos a base de trichoderma, observando a interacdo planta-
microrganismo, que irdo potencializar o desenvolvimento inicial desta planta. Em
havendo caréncia de informacfes sobre recomendac¢des da concentragdo de doses
de bioproduto para a cultura da bucha, sera utilizada a dose recomendada e
aproximada para culturas da mesma familia.

O resultado da interacdo microrganismo-planta podera ser neutro, estimulante
ou inibitério. Em experimento realizado por Wiethan et al. (2018) na producgéo de

mudas de alface, as doses de bioproduto comercial a base de trichoderma, superiores
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a recomendada, causaram menor comprimento da parte aérea de plantas de alface
guando comparadas ao tratamento controle. Machado et al. (2011) descrevem que a
colonizacéo das raizes por este fungo pode influenciar de forma positiva, neutra ou
negativa na produtividade da cultura, promover a resisténcia a estresses abidticos,
potencializar o uso de nutrientes do solo devido ao estimulo do crescimento radicular,
solubilizar fosfato e sintetizar acido indolacético — AlA. Estudos feitos por Chagas et
al. (2017) demostraram o efeito positivo da inoculacéo de trichoderma, com aumento
na biomassa da parte aérea em relagdo ao tratamento testemunha, das espécies
vegetais, feijdo caupi, arroz e soja.

A promocao de crescimento e germinacdo de sementes por isolados de
trichoderma pode ocorrer principalmente por meio da producdo de horménios
produzidos pelo fungo, e ou pelo aumento da eficiéncia de absor¢cédo de nutrientes, e
estar associada ao controle de fitopatdgenos agindo como parasita e produtor de
metabdlitos (MACHADO et al., 2012). Conforme Woo et al. (2006); Woo e Lorito
(2007), diferentes classes de metabdlitos, além de promover crescimento podem atuar
como elicitores ou indutores de resisténcia durante a interacao trichoderma-planta.

De acordo com Guzman_Guzman et al. (2019), o fungo Trichoderma por ser
simbionte de plantas, possui a caracteristica de bioestimulante, podendo promover o
crescimento e estimular as defesas das plantas através de regulacdo hormonal e a
producdo de muitos metabdlitos secundarios. A simbiose micorrizica consiste em uma
relacdo mutualistica entre plantas e fungos micorrizicos, onde, durante a interacao, a
planta fornece carboidratos procedentes da fotossintese, que sdo trocados por
nutrientes e minerais, captados a partir do solo pelos fungos (SMITH; READ, 2010).
Os beneficios dessa simbiose sdo expressos principalmente pelo estimulo ao
crescimento e desenvolvimento das plantas (MEYER,2020).

Mastouri et al. (2010) afirmam que Trichoderma spp. promovem crescimento e
produtividade das plantas através da solubilizacdo de micronutrientes insollUveis no
solo, proporcionando maior absor¢céo e translocacdo de minerais pouco disponiveis.
Algumas cepas de Trichoderma s&o capazes de aumentar a biomassa de plantas
promovendo crescimento de raizes secundarias através de mecanismos dependentes
de auxina e/ou séo capazes de produzir o acido indolacético (AlA) ou analogos de
auxina (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009).
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A acao positiva de trichoderma no crescimento de raizes pode ser observada
indiretamente através do calculo do indice mitético em raizes de plantas, utilizado para
identificar a proliferacdo celular ideal ou acéo antiproliferativa das células vegetais,
sendo uma das formas de avaliacdo em testes de citogenética (TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012). Em trabalho de Aguiar et al. (2015), observou-se o
aumento no indice mitético de raizes de Allium cepa para os tratamentos onde utilizou-
se metabolitos de diferentes isolados de trichoderma demonstrando que estes
metabdlitos promoveram o aumento no crescimento radicular.

Nesse viés, o objetivo deste trabalho foi utilizar diferentes doses do bioproduto
comercial & base trichoderma e avaliar a acdo deste, ha germinagao, no crescimento

inicial e no indice mitético de raizes primarias e secundarias de plantulas de bucha.
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO INICIAL DE Luffa cylindrica M. Roem. NA PRESENCA DE
BIOPRODUTO COMERCIAL A BASE DE TRICHODERMA (Cucurbitaceae)

AUTORA: Marisa Aparecida Binotto Abbad
ORIENTADOR: Antonio Carlos Ferreira da Silva

A bucha (Luffa cylindrica M. Roem.) tem se tornado uma cultura comum em varias
regides do Brasil, principalmente no modelo agricultura familiar sustentavel e
mostrando-se como alternativa economicamente viavel. Ha caréncia de estudos em
torno do cultivo desta espécie, sendo necessarias pesquisas direcionadas ao maior
desenvolvimento e rendimento da cultura, como tratamento de sementes com
formulacdo biolégica. Formulados comerciais a base deste fungo e suas variadas
linhagens tém sido mais usados no biocontrole de doengas, no entanto, estudos
recentes mostram importante interacdo microrganismo-planta que potencializam o
desenvolvimento inicial. Em relagdo a dosimetria de bioprodutos, ndo ha indicacéo de
doses ideais para cultura da bucha, testando-se assim, diferentes doses que foram
utilizadas em espécies da mesma familia. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
aplicar diferentes doses do bioproduto comercial a base de trichoderma em sementes
de bucha de dois acessos, Faxinal do Soturno e Santa Maria/RS e tratar o substrato
comercial de semeadura com mesmas dosagens avaliando a germinacao,
desenvolvimento inicial das plantulas de bucha e indice mitGtico das raizes. O primeiro
experimento foi composto por cinco tratamentos para sementes de cada acesso, em
quatro diferentes doses: T1 - 0,00mL (dgua destilada); T2 - 0,01mL; T3 - 0,10mL; T4
- 1,00mL e T5 - 10,0mL de Trichodermil® liquido (principio ativo linhagens de
Trichoderma harzianum, concentracdo de 1.10° UFC.mL™Y) realizado em papel
germitest, a temperatura de 27 °C, fotoperiodo de 12 horas, em delineamento
inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade do erro. No segundo experimento também conduzido em laboratério,
foram utilizadas as mesmas doses do bioproduto no tratamento do solo de plantio para
obtencdo de mudas, sendo distribuido em bandejas de isopor contendo 10 células
cada tratamento. Foram semeadas as sementes, com cinco repeti¢cdes, para cada
tratamento e colocadas para germinar nas mesmas condicdes do ensaio anterior.
Com os resultados obtidos verificou-se que em substrato papel, o bioproduto mostrou
efeito inibitério no desenvolvimento inicial de bucha refletindo-se no indice mitético e
em substrato comercial apresentou diversidade de resultados nas variaveis e entre 0os
acessos. No entanto, observou-se influéncia positiva de algumas doses do bioproduto
a base de trichoderma no percentual germinacéo do acesso Faxinal do Soturno, nos
T3 (0,10mL) e T4 (1,00mL), em area, diametro e volume das raizes, bem como na
primeira contagem e biomassa fresca e seca de raiz do acesso Santa Maria, nos T4
e T5 (10,0mL), sugerindo que o T4 e doses aproximadas responderam melhor para
estas variaveis. Com base no exposto, pode-se inferir que as diferentes respostas
pelo fungo Trichoderma estdo associadas a planta e sua natureza, ao substrato, as
dosagens e métodos de aplicacéo entre outros.

Palavras-chave: Bucha, Trichoderma, desenvolvimento, bioproduto comercial.
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ABSTRACT

INITIAL DEVELOPMENT OF Luffa cylindrica M. Roem. THE PRESENCE OF A
TRICHODERMA-BASED COMMERCIAL BIOPRODUCT (Cucurbitaceae)

AUTHOR: Marisa Aparecida Binotto Abbad
ADVISOR: Antonio Carlos Ferreira da Silva

The bucha (Luffa cylindrica M. Roem.) has become a common crop in several regions
of Brazil and shows itself as an economically viable alternative mainly in the model of
sustainable family farming. There is a lack of studies on the cultivation of this species,
which requires research aimed at greater development and productivity of the culture,
such as, for example, the treatment of seeds with biological formulation. Commercial
formulations based on this fungus and its varied lineages have been used more in the
biocontrol of plant diseases, however, recent studies show an important
microorganism-plant interaction, that potentiate the initial development. Regarding the
dosimetry of bioproducts, there is no indication of ideal doses for loofah culture, thus
necessary the testing different doses that were used in species of the same family.
Thus, the objective of this work was to apply different doses of the commercial
bioproduct based on trichoderma in loofah seeds from two accessions, Faxinal do
Soturno and Santa Maria / RS and to treat the commercial substrate for sowing with
several dosages evaluated for germination, initial development seedlings and mitotic
index of roots of bucha. The first experiment consisted of five seed treatments for each
access, in four different doses: T1 - 0.00mL (distilled water); T2 - 0.01ml; T3 - 0.10mL;
T4 - 1.00mL and T5 - 10.0mL of liquid Trichodermil® (active ingredient strains of
Trichoderma harzianum, concentration of 1,109 CFU.mL™) performed on germitest
paper, at 27 °C, photoperiod of 12 hours, in completely randomized design. The data
were submitted to the Scott-Knott test with a probability of error of 5%. In the second
experiment conducted in the laboratory, the same doses of the bioproduct were used
in the treatment of the planting soil to obtain seedlings, being distributed in Styrofoam
trays containing 10 cells each treatment. The seeds were sown, with five replications,
for each treatment and placed to germinate under the same conditions as the previous
test. The results obtained showed that in paper substrate, the bioproduct had an
inhibitory effect on the initial development of the loofah, reflected in the mitotic index
and in commercial substrate apresented diversity of results in variables and between
accessions. However, a positive influence of some doses of the trichoderma-based
bioproduct was observed in the percentage of germination of the Faxinal do Soturno
access, in T3 (0.10mL) and T4 (1.00mL), in area, diameter and volume of the roots, as
well as in the first count and fresh biomass and root dryness of the Santa Maria access,
at T4 and T5 (10.0mL), suggesting that T4 and approximate doses proved to be better
for these variables. Based on the above, it can be inferred that the different responses
by the fungus trichoderma are associated with the plant and its nature, with the
substrate, dosages and application methods, among others.

Keywords: Bucha, Trichoderma, development, commercial bioproduct.
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INTRODUGCAO

A bucha (Luffa cylindrica M. Roem.), Cucurbitaceae, é uma espécie anual,
herbacea, escandente, originaria da Asia e Africa tropicais. Encontra-se distribuida de
norte a sul do pais, de facil cultivo em varios estados, devido a uma grande
plasticidade quanto ao clima (FERRAO, 2001). O cultivo de bucha vegetal tem
aumentado em varias regides brasileiras tornando-se importante atividade econémica
e social, principalmente na agricultura familiar (BLIND et al., 2018).

Popularmente é conhecida como bucha, esfregdo, esponja vegetal e pepino
bravo. Os frutos verdes sdo utilizados na alimentacdo em comunidades carentes e
guando maduros podem ser colhidos e descascados para obtencdo da esponja.
Embora a bucha ndo tenha a mesma importancia comercial de outros representantes
da familia, a esponja fibrosa da bucha tem se destacado, além de atividades de
limpeza doméstica, na confeccao de artesanatos, palmilhas de calcados, em produtos
dermo-cosméticos, industriais, absorventes de fluidos, isolante térmico e acustico,
estofamentos automotivos e industriais (FERREIRA et al., 2010; BLIND et al., 2013) e
na medicina popular. Oboh e Aluyor (2009) comprovam a nobreza da fibra e
potencialidades do vegetal, na agricultura, medicina, engenharia de materiais e na
biotecnologia.

A interacdo entre plantas e microrganismos é alternativa sustentavel que vem
sendo pesquisada e aplicada (MACHADO et al., 2015), onde destacam-se estudos
realizados com fungos trichoderma (Trichoderma sp.) Apesar da inestimavel
contribuicdo de espécies do género Trichoderma em culturas agricolas, ndo se tem
conhecimento de trabalhos realizados envolvendo este fungo na cultura de bucha,
onde a resposta dessa interacdo podera ou nédo, otimizar a producdo de mudas. A
produtividade desta cultura poderia ser aumentada com custo reduzido, utilizando
produtos bioldgicos no tratamento das sementes e/ou solo, antes do plantio, evitando
doencgas e estimulando crescimento.

Espécies do fungo trichoderma (Trichoderma spp.) colonizam facilmente solo e
raizes, competem com outros microrganismos, principalmente patdégenos presentes
no solo e apresentam uma capacidade de interacdo extraordinaria com as plantas,
estimulando seu desenvolvimento inicial e colaborando para que permanecam

saudaveis. Na rizosfera sé@o atraidos pelos exsudatos das raizes, ocorrendo o
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reconhecimento, adeséo, penetracdo e colonizacdo (LUCON, 2014). Milanesi et al.
(2013) citam antibiose, producdo de metabdlitos secundarios e competicdo por
nutrientes e espacgo, como mecanismos de acao do fungo Trichoderma para o controle
dos patdgenos na rizosfera, apresentando alta competéncia rizosférica. Estes fungos
sao bastante utilizados no campo porque ao produzir muitas enzimas que degradam
a parede celular dos hospedeiros, controlam a proliferacdo de patégenos, estimulam
o crescimento e defesa das plantas (CARVALHO et al., 2011).

Como o cultivo da bucha é considerado uma pratica sustentavel, onde os
produtores familiares utilizam apenas adubacdo organica, a introducao de bioproduto
a base de trichoderma no substrato, para producdo de mudas, podera aumentar as
possibilidades de sobrevivéncia frente as adversidades do campo e apresentar um
resultado promissor. Lucon (2014) relata que o trichoderma participa da
decomposicao da matéria organica no solo, aumentando a quantidade de nutrientes
que podem ser absorvidos pelas raizes das plantas. O aumento da superficie total do
sistema radicular, por algumas linhagens de trichoderma, possibilita um maior acesso
aos elementos minerais presentes no solo (CHAGAS et al., 2017).

De acordo com Kavoo-Mwangi et al. (2013), este fungo também pode interagir
com outros microrganismos, como as frizobactérias e os fungos micorrizicos
arbusculares, possibilitando efeitos positivos no desenvolvimento das plantas. No
entanto, Machado et al. (2012) alerta que este fungo ao colonizar as raizes podera
apresentar influéncia positiva, negativa ou neutra na produtividade da cultura. Em dois
experimentos, Nieto-Jacobo et al. (2017) relacionaram a producdo de metabdlitos
secundarios por trichoderma e condicdbes ambientais, apds observarem que
concentracbes do microrganismo proporcionavam resultados contrastantes em
sementes de espécies vegetais cultivadas in vitro ou solo.

As interacdes de fungos do género Trichoderma com a microbiota, nutrientes e
raizes promovem o crescimento da planta mesmo sem patologia e, além de serem
reconhecidos como biofungicidas, podem ser classificados também como
biofertilizantes, bioestimulantes e potencializadores da resisténcia contra estresses
bidticos e abioticos (WOO et al.,, 2018). Ainda é possivel destacar a producao de
substancias promotoras de crescimeto como hormdnios (acido indolacético,
citocininas, giberelinas, acido abscisico), melhoria na nutricdo das plantas com

aumento na solubilizacdo de nutrientes (fosfato, ferro, cobre, manganés e zinco) e,
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incrementos na eficiéncia do uso de nutrientes, como o nitrogénio (LUCON, 2014).
Hermosa et al. (2012) destacam que a interacdo trichoderma-planta € um dialogo
molecular entre os dois organismos e que as mudancas dramaticas induzidas pelo
fungo benéfico na planta e a promo¢do de crescimento por espécies do género
Trichoderma, ocorre pela producdo de giberelinas e de auxinas como o AlA, que
favorecem o desenvolvimento de raizes laterais.

Formulados a base das espécies Trichoderma harzianum e Trichoderma
asperelum s&do mais utilizados pela facilidade de isolamento em meio artificial, serem
Otimas competidoras no solo, resistirem a drasticas variacbes ambientais e
apresentarem multiplos mecanismos contra fitopatdgenos (MUKHERJEE et al., 2013).
Espécies de trichoderma podem ter um papel tanto na regulacéo do crescimento das
plantas quanto na ativacdo das respostas de defesa das plantas, pela producéo de
metabdlitos secundarios (PASCALE et al., 2017), mostrando evidente importancia
econOmica para a agricultura.

A utiizacdo de bioprodutos formulados a base de trichoderma requer
conhecimento e esclarecimento sobre as doses aplicadas para ndo haver prejuizo na
germinacao e no desenvolvimento inicial da cultura. Em experimento de Junges et al.
(2016), a aplicacdo de Trichoderma spp. em sementes de angico, levou a um efeito
negativo, reduzindo a emergéncia das plantulas 35,9% em relacdo as sementes sem
tratamento. Porém, houve divergéncia nos resultados de Fortes et al. (2007), ao
verificar que isolados de Trichoderma spp. aplicados ao substrato aumentaram a
porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia de micro estacas de Eucalyptus sp.

Através do calculo do indice mitético em raizes de plantas, utilizado para
identificar a proliferacdo celular, € possivel observar a acdo benéfica, neutra ou
prejudicial do trichoderma no crescimento de raizes. Tedesco e Laughinghouse,
(2012) afirmam que uma das formas de avaliacdo em testes de citogenética é o céalculo
do indice mitdtico onde se observa a acdo adequada ou antiproliferativa das células
vegetais. A técnica empregada pode estabelecer os efeitos de bioprodutos nas raizes,
através do tratamento das sementes. Machado et al. (2012) citam que a promoc¢ao do
desenvolvimento de plantas pelo género Trichoderma pode estar relacionada também
a melhor assimilagéo de nutrientes, ao estimulo a multiplicacéo celular influenciada

pela atuacdo de hormdnios nas raizes das plantas.
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A eficiéncia do uso de produtos a base de trichoderma em plantas cultivadas
podem gerar resultados diferentes, dependendo da linhagem introduzida, métodos de
aplicacao e dosagens, praticas culturais, espécie vegetal, de solo, fatores ambientais,
entre outros. Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito de doses diferentes de bioproduto comercial a base de Trichoderma harzianum

na germinacao, desenvolvimento inicial e indice mitético de plantulas de bucha.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Interacdo Planta -
Microrganismos e no Laboratoério de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade, ambos
do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, situados na Universidade Federal de Santa
Maria, Rio Grande do Sul no segundo semestre de 2019. As sementes (acessos)
foram cedidas pelo Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Rurais, UFSM e
EMATER de Faxinal do Soturno (RS). Para o tratamento das sementes dos dois
acessos, utilizou-se o bioproduto comercial Trichodermil® (principio ativo linhagens
de Trichoderma harzianum, concentragdo de 1.10° UFC.g') na forma liquida, em
diferentes doses.

No primeiro experimento utilizou-se o delineamento o inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos e quatro repeticdes contendo 50 sementes para cada acesso,
em que se estudou o efeito de diferentes doses do bioproduto a base de trichoderma
(Trichodermil® liquido) na germinacdo e desenvolvimento inicial em sementes de
bucha. Os tratamentos de sementes foram compostos por: T1 (Controle - auséncia de
bioproduto); T2 (Trichodermil® 0,01mL/25g sementes); T3 (Trichodermil® 0,10
mL/25g sementes); T4 (Trichodermil® 1,00mL/25g sementes); T5 (Trichodermil® 10,0
mL/25g sementes). As sementes tratadas foram semeadas em papel germitest
umedecido com &gua destilada, enrolados e acomodados em sacos plasticos e
acondicionados em B.O.D.

O segundo experimento foi conduzido no mesmo ambiente, tratando o
substrato comercial Biomix, proprio para cultivo das mudas. Os tratamentos
consistiram T1 (Controle - auséncia de bioproduto); T2 (Trichodermil® 0,01mL/ 500
gramas de substrato); T3 (Trichodermil® 0,10mL/ 500 gramas de substrato); T4
(Trichodermil® 1,00mL/ 500 gramas de substrato); T5 (Trichodermil® 10,0mL/ 500
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gramas de substrato). O bioproduto ficou encubado no solo, a temperatura ambiente,

durante 7 dias antes do plantio com controle de umidade.

Teste de germinacao e emergéncia

Para a avaliacéo do teste de germinacdo em papel utilizou-se quatro repeticoes
de cinquenta sementes, sendo estas tratadas conforme os tratamentos descritos
anteriormente. O bioproduto foi aplicado sobre as sementes e armazenados em sacos
plasticos para homogeneizacédo entre o bioproduto e as sementes. As sementes foram
semeadas em papel germitest, com umidade de 2,5 vezes o peso do papel seco; os
rolos foram alocados em sacos plasticos e condicionados em B.O.D. calibrada para
operar a uma temperatura constante de 27 °C e fotoperiodo de 12 horas. A primeira
contagem das sementes foi realizada no quarto dia apdés a semeadura e a ultima
contagem aos dez dias, seguindo as regras de analises de sementes (BRASIL, 2009).

No experimento com tratamento do substrato comercial Biomix o teste de
germinacao (emergéncia) foi realizado utilizando cinco repeticbes de 10 sementes
cada tratamento (conforme descrito acima). Foi utilizada em média 500 g de substrato
tratado com bioproduto para plantio de 50 sementes. As sementes foram semeadas
em bandejas de isopor contendo 10 células cada, com uma semente por célula,
condicionadas em estufa (B.O.D.), a temperatura de 27 °C, fotoperiodo de 12 horas e
umedecidas diariamente. Foram realizados testes iguais ao experimento anterior,
exceto indice mitético, acrescentando massa fresca de parte aérea e raiz, avaliacdo

da area, diametro e volume radicular.

indice de Velocidade de Germinac&o (IVG) e indice de Velocidade de Emergéncia
(IVE)

Em conjunto com o teste de germinacéo foi realizado o indice de Velocidade
de Germinacéo (IVG) e indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), onde foi registrado
diariamente, no mesmo horario, o numero de plantulas que foram germinando até a
estabilizacdo do processo, conforme a equacgéo proposta por Maguire (1962): IVG=
G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: IVG e IVE = indice de Velocidade de Germinag&o;

G1, G2, Gn = numero de plantulas germinadas, computadas na primeira, segunda, até
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a ultima contagem; N1, N2, Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda,

até a ultima contagem.

Comprimento de plantulas

Para avaliacdo do comprimento, as plantulas normais de bucha foram obtidas
a partir da semeadura de quatro repeticbes de 20 sementes umedecidas com agua
destilada ou solucéo a base de trichoderma. Os rolos de papel contendo as sementes
permaneceram em camara de germinacao por dez dias, a temperatura de 27 °C,
guando entdo, foi avaliado, aleatoriamente, o0 comprimento total, da parte aérea e da
raiz de 10 plantulas em cada repeticdo, com o auxilio de uma régua milimetrada. O
comprimento médio das plantulas foi obtido somando-se as medidas de cada
repeticdo e dividindo-se pelo ndmero de plantulas normais mensuradas, com
resultados expressos em centimetros (NAKAGAWA, 1999). No tratamento de
substrato, as 10 raizes medidas e pesadas frescas foram utilizadas para avaliacéo
das variaveis morfolégicas area, diametro e volume radicular no Scanner EPSON
Expression 11000 equipado com luz adicional (TPU), com definicdo de 600 dpi para
raizes acoplado a um computador contendo o software WinRHIZO.

Massa fresca e seca de plantulas

Para avaliacdo da massa fresca e seca, a parte aérea e a raiz de dez plantulas
normais de cada repeticdo, resultantes do teste de comprimento, foram pesadas
frescas e posteriormente secas em estufa a temperatura de 60 °C em sacos de papel,
até a obtencédo de massa constante (48 h). Foram pesadas em balanca de preciséao,
com resolucdo de 0,001g, sendo o0s resultados expressos em miligramas
(NAKAGAWA, 1999).

Anélise dos dados
Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativos, as

variaveis foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade pelo
programa Sisvar (FERREIRA, 2011).
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Avaliacdo do indice Mitético

Primeiramente foi realizado o teste de germinacdo conforme descrito
anteriormente. Dez dias ap0s a semeadura foram selecionadas, ao acaso, oito raizes
por tratamento, separadas e acondicionadas em frascos contendo fixador Carnoy 3:1
(etanol:acido acético) por 24 horas para cessar a divisdo celular. Em seguida as raizes
foram armazenadas em etanol 70% perante refrigeracéo até a elaboracéo das laminas
para andlise. Foram elaboradas 4 |laminas cada tratamento e analisadas 250 células
por lamina, totalizando mil células de raizes primarias e mil de raizes secundarias por
tratamento.

As laminas foram preparadas através da técnica de esmagamento adaptada de
Guerra e Souza (2002), que consiste primeiramente na hidrolise das raizes em acido
cloridrico (HCI) 1N por 5 minutos e posterior lavagem em agua destilada. Logo ap6s
seccionou-se, separadamente, a regido meristematica das raizes secundérias e
primarias, sendo colocadas sobre a lamina e coradas com uma gota de orceina
acética 2%, esmagando com auxilio de bastdo de vidro e colocando as laminulas
sobre o material. As laminas foram observadas em microscopio 6ptico com aumento
de 40X.

A andlise das células levou em consideracao a fase do ciclo celular, podendo
ser interfase, profase, metafase, anafase e teloéfase. O célculo do indice mitético (IM)
se deu pela razdo do numero de células em divisdo celular pelo numero total de
células analisadas. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste x2 (Qui-

guadrado), com probabilidade de 5%, pelo programa estatistico BioEstat 4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto aos resultados da interagdo trichoderma-bucha, observou-se que a
influéncia da aplicacéo do bioproduto a base de Trichoderma harzianum em sementes
de bucha, no ensaio que teve como substrato papel, de dois acessos, Faxinal do
Soturno e Santa Maria/RS, foi negativa na totalidade dos tratamentos (T2-0,01mL, T3-
0,10mL, T4-1,00mL e T5-10mL), para todas variaveis em relacdo ao tratamento

controle (T1 - tratamento sem adi¢éo do bioproduto).
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De acordo com os dados da Tabela 1, na avaliagdo da porcentagem de
germinacao (G%), dos acessos Faxinal do Soturno e Santa Maria, observou-se
diferenca estatistica significativa entre o tratamento controle (T1l), 92% e 63%
respectivamente, aos demais tratamentos (T2, T3, T4 e T5). Esta diferenca estatistica
também foi observada na avaliacdo da germinacdo na primeira contagem (PC), ao
quarto dia da semeadura, onde T1, acesso Faxinal, obteve 34% e Santa Maria 15%,
e, a partir da menor dose aplicada houve interacdo negativa do trichoderma presente
no bioproduto com a semente, inibindo ou retardando a germinacao. Junges et al.
(2016) revelam que a aplicagéo de Trichoderma spp. em sementes de angico reduziu
a emergéncia das plantulas 35,9% em relacdo as sementes sem tratamento. O
mesmo aconteceu com a variavel IVG, onde o valor referente ao tratamento controle
(T1) obteve melhor média, nos dois acessos (11,95% e 31%) respectivamente,
guando comparado aos tratamentos subsequentes.

Durante a avaliagdo dos tratamentos ocorreram eventos como inibicdo da
emissdo de radicula ou parte aérea e/ou atrofia e deformidade nas raizes e parte
aérea. Estes resultados podem estar atrelados a forma de cultivo submetida no
experimento, papel germitest, um substrato inerte, que ndo fornece nutrientes ao
desenvolvimento do trichoderma. Ethur et al. (2012) relatam que trichoderma,
naturalmente isolados de solo, fora do seu ambiente, como em contato com sementes
pode danifica-las ou apodrecé-las, prejudicando a germinacdo. Lucon (2009) sugere
gue agentes de biocontrole usados para tratar sementes podem colonizar a semente
usando-a como substrato e eventualmente afetar a germinagao.

A producdo de metabdlitos secundarios por trichoderma e condicdes
ambientais proporcionaram resultados contrastantes, quando em diferentes
concentracbes, em sementes de espécies vegetais cultivadas in vitro ou solo, em
experimentos executados por Nieto-Jacobo et al. (2017). Assim pode-se inferir que
estes metabdlitos podem ter efeito fitotoxico, dependendo do ambiente e da espécie
vegetal, e estas toxinas atuarem de forma desfavoravel em contato direto com a
semente. Bernardo e Bettiol (2010) destacaram que o T. harzianum isolado do solo,
nao foi eficiente devido a ndo adaptacdo ao ambiente de parte aérea que foi aplicado,
ou ainda, que o isolado ndo apresentaria eficiéncia para aquele patossistema que foi

testado.
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Tabela 1 — Germinagéo (G), Primeira contagem (PC), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
Comprimento de parte aérea (CPA), Comprimento de Raiz (CR), Massa seca de parte aérea (MSPA)
e Massa seca de raiz (MSR) de plantulas de bucha dez dias apés a semeadura (no papel germitest)
das sementes tratadas com bioproduto a base de Trichoderma harzianum (Trichodermil®), dos acessos
Faxinal do Soturno/RS e Santa Maria/RS.

FAXINAL DO SOTURNO

G PC VG CPA CR MSPA MSR
TRATAMENTOS (%) (%) (cm) (cm) (mg) (mg)
T1 Controle 92 a 34a 11,95 a 3,86 a 9,30 a 3,27 a 4,37 a
T2 Trichodermil® 0,01mL 35b 5b 261b 1,79b 2,16 b 2,06 b 2,26 b
T3 Trichodermil® 0,10mL 30b 6b 2,96 b 1,86 b 2,08b 2,36 b 2,56 b
T4 Trichodermil® 1,00mL 26b 1b 1,72c 155b 2,15b 1,80b 251b
T5 Trichodermil® 10,0mL 16 b 1b 1,19¢ 1,63 b 2,20b 1,10b 2,10b
CV% 21,4 35,5 23,0 12,8 8,4 28,7 32,2
SANTA MARIA
G PC VG CPA CR MSPA MSR
TRATAMENTOS (%) (%) (cm) (cm) mg) (mg)
T1 Controle 63 a 15a 31,00 a 3,66 a 7,14 a 9,67 a 6,67 a
T2 Trichodermil® 0,01mL 9b Ob 542b 1,83 c 1,79c 550c 2,20c
T3 Trichodermil® 0,10mL 11b Ob 6,90 b 152c 1,96 ¢ 6,50 c 2,70 c
T4 Trichodermil® 1,00mL 18 b 0Ob 7,60 b 2,15b 2,08 b 8,05b 3,90b
T5 Trichodermil® 10,0mL 16 b 0b 4,85b 2,08 b 2,26 b 6,50 c 2,70 c
CV% 32,9 38,5 31,7 9,1 5,7 7,4 11,3

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Para os demais parametros referentes ao desenvolvimento inicial como
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca de parte
aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR), nos dois acessos, os valores referentes
ao tratamento controle (T1 — auséncia de bioproduto) obtiveram melhor média quando
comparados aos tratamentos (T2, T3, T4 e T5). Estes resultados sdo semelhantes
com os do experimento de Silva et al. (2020) que aplicaram diferentes doses de
bioproduto a base de trichoderma, independente do teor de vermicomposto, em
sementes de tomate cereja propiciando efeito redutor no comprimento total em relacéo
ao controle. Diferentemente dos resultados encontrados por Carvalho et al. (2011)
que, avaliando o biocontrole de patdgenos em sementes e promocédo do crescimento
de plantulas de feijao comum, utilizando Trichoderma harzianum, obtiveram valores
superiores ao da testemunha, no comprimento de parte aérea.

Embora o T1 (controle) tenha se sobressaido em todas as variaveis analisadas,
nota-se intrinsicamente aos tratamentos, que no acesso Santa Maria, maiores doses

(T4-1,00mL e T5-10,0mL) proporcionaram um ganho maior em comprimento de parte
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aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR), e também em biomassa seca de parte aérea
e de raiz no T4 (1,00mL), sugerindo uma melhor resposta do trichoderma nestas
aplicacoes. A desuniformidade de resposta das varaveis e da espécie vegetal nos
tratamentos € esclarecida pela existéncia de variabilidade entre linhagens de
Trichoderma spp. e sua relagdo com atividade de biocontrole, adaptabilidade
ecologica e ambiental, influenciando seu desempenho bioprotetor e promotor de
crescimento (SILVA et al., 2015). Roberts et al. (2005) afirmam que atualmente sao
mais aceitos e considerados mais eficazes, produtos que contenham combinagdes de
agentes biocontroladores, do que formula¢gdes simples no controle a fitopatégenos e
promocao de crescimento das plantas.

No periodo de realizacdo do experimento, ndo foi observada contaminacéo ou
crescimento de outros fungos nas sementes dos dois acessos, tratadas com
bioprodutos, e para tanto, Carvalho et al. (2011) afirmam que o tratamento de
sementes por alguns isolados de Trichoderma harzianum possui maior potencial no
controle biolégico. Também, é possivel perceber diferencas nas médias de algumas
variaveis analisadas entre os acessos Faxinal do Soturno e Santa Maria. Bisognin
(2002) e Joshi et al. (2010) explicam que a planta de bucha apresenta variacbes
morfologicas e biométricas de acordo com a origem dos acessos. Diversos trabalhos
tém relatado variabilidade entre acessos de bucha tanto na Asia como nas Américas
(ZHANG et al., 2008; FERREIRA et al., 2010; PRAKASH et al., 2013).

A Tabela 2 apresenta os dados referentes ao indice mitético (IM) em células de
pontas de raizes primarias de bucha, dos dois acessos. Nas pontas das raizes
encontram-se células meristeméticas que sofrem divisdo intensa, proliferando-se
rapidamente em prol do crescimento destas. O célculo do indice mitético (IM) foi
realizado baseado na porcentagem de células em divisdo em relagéo ao numero total
de células analisadas (1000) em cada lamina. Na avaliacao citogenética das laminas
de ponta de raiz primaria foram analisadas células em interfase e em divisao celular,
onde nem todas as fases estavam presentes.

O indice mitatico (IM) das células, em todos os tratamentos se mostrou inferior
ou neutro as médias do tratamento controle, isto observado pela relacdo direta nas
menores médias obtidas no comprimento das raizes primarias, conforme apresentado

na Tabela 1.
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Tabela 2 — Numero de células meristematicas de raizes primarias de bucha analisadas em interfase,
divisdo e os Indices Mitéticos (IM) em sementes tratadas com bioproduto a base de Trichoderma
harzianum (Trichodermil®), dos acessos Faxinal do Soturno/RS e Santa Maria/RS.

FAXINAL DO SOTURNO

TRATAMENTOS C_élulas em Cél_ul_as~em IM (%)
interfase divisdo
T1 Controle (auséncia de bioprodutos) 980 20 2,0a
T2 Trichodermil® 0,01 mL 996 4 04c
T3 Trichodermil® 0,10 mL 985 15 15b
T4 Trichodermil® 1,00 mL 982 18 1,8ab
T5 Trichodermil® 10,0 mL 995 5 0,5c
SANTA MARIA
TRATAMENTOS Célulasem  Células em IM (%)
interfase divisado
T1 Controle (auséncia de bioprodutos) 988 12 12a
T2 Trichodermil® 0,01 mL 995 5 0,5¢c
T3 Trichodermil® 0,10 mL 989 11 1,1ab
T4 Trichodermil® 1,00 mL 987 13 1,3a
T5 Trichodermil® 10,0 mL 992 8 0,8 bc

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste X2 (Qui-Quadrado)
ao nivel de 5% de probabilidade.

Embora, apresentem efeito neutro ao T1 (controle), as doses do T3 e T4
mostram resultado melhores no indice mitdtico. Medeiros (2019) obteve em seu
experimento, resultados inferiores as médias do tratamento controle no indice mitético
de raizes primérias de lentilha, quando usou no T4, Bacillus sp. (Rizos® 10,0 mL) e
no T13, Trichoderma spp. (Majestic® 10,0g) associado a Bacillus sp. (Rizos® 1,00
mL) justificando que a acao antiproliferativa destes tratamentos teve efeito redutor no
comprimento radicular.

A andlise do indice mitético das células de pontas de raizes secundarias de
bucha, também levou em consideracao as diferentes fases do ciclo celular (Tabela 3).
Todas as fases da diviséo celular foram encontradas, porém em nimero bem reduzido
em relacdo a interfase (Figuras. 1 e 2). A interacgao trichoderma-bucha mostrou efeito
neutro em algumas doses, T4 (4,8%) do acesso Faxinal e no T3 (1,9%) do acesso
Santa Maria, em relagdo ao tratamento sem bioproduto (5,1% e 2,0%
respectivamente) no calculo de indice mitético e efeito redutor nas demais doses (T2
e T5).

Assim, pode-se inferir que a acéo antiproliferativa das células meristematicas

prejudicou o crescimento das raizes secundarias interferindo no desenvolvimento
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inicial das plantulas de bucha. Mesmo sem diferenca significativa do controle, alguns
tratamentos (T3 e T4) apresentaram melhores indices de multiplicacao celular e as
fases do ciclo foram encontradas. Resultados semelhantes obtiveram Cadore et al.
(2020) no trabalho com soja, quando tratamentos utilizando Trichoderma sp.
associado a Bradyrhizobium japonicum liquido apresentaram uma reducao no indice
mitético, quando comparados ao tratamento controle de 45,96% e 37,26%,
respectivamente, embora na andlise da proliferacdo celular todas fases da divisao

celular tenham sido encontradas.

Tabela 3 — Numero de células meristematicas de raizes secundarias de bucha analisadas em
interfase, divisdo e os Indices Mitéticos (IM) em sementes tratadas com bioprodutos a base de
Trichoderma harzianum (Trichodermil®), do acesso Faxinal do Soturno/RS e Santa Maria/RS.

FAXINAL DO SOTURNO

Células em Células em

TRATAMENTOS Ay s IM (%)
intérfase divisdo
T1 Controle (auséncia de bioprodutos) 949 51 51a
T2 Trichodermil 0,01 mL 959 41 4,1 bc
T3 Trichodermil® 0,10 mL 958 42 42Db
T4 Trichodermil® 1,00 mL 952 48 48a
T5 Trichodermil® 1 0,0 mL 966 34 3,4d
SANTA MARIA
TRATAMENTOS C_élurlas em Cél_ullaSNem IM (%)
intérfase divisado
T1 Controle (auséncia de bioprodutos) 980 20 20a
T2 Trichodermil 0,01 mL 995 5 0,5¢
T3 Trichodermil® 0,10 mL 981 19 19a
T4 Trichodermil® 1,00 mL 988 12 1,2b
T5 Trichodermil® 1 0,0 mL 993 7 0,7 bc

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste X2 (Qui-Quadrado)
ao nivel de 5% de probabilidade.

No entanto, Cadore et al. (2020) observaram resultados com melhor
desenvolvimento radicular pela analise do indice mitético das células meristeméticas
de plantulas de soja, nos tratamentos utilizando T. harzianum associado a B.
japonicum liquido e T. harzianum associado a turfa B. japonicum. Também Medeiros
(2019), observou que alguns tratamentos com bioproduto a base do fungo
Trichoderma combinado ou ndo com Bacillus sp se mostraram superiores no calculo
do indice mitético em comparacdo ao tratamento controle, em raizes secundarias de

lentilha.
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Nesta andlise também foram detectadas algumas células em apoptose (Figura
3) e isto significa que o contato do fungo com a semente mostrou mais uma reacao
negativa como a morte celular.

Eventos como o aumento do indice mitético por influéncia do fungo trichoderma
podem ser explicados por Contreras-Cornejo et al. (2009), que em um sistema de
interacdo planta-fungo, estudaram a funcdo da auxina, um regulador vegetal,
observando que mudas de Arabidopsis do tipo selvagem, depois de inoculadas com
Trichoderma virens ou Trichoderma atroviride responderam positivamente ao
desenvolvimento de raizes laterais e aumentaram a producdo da biomassa radicular
pelo efeito estimulador da auxina produzida pelos microrganismos presentes.
Diversos trabalhos mostram que determinados isolados, linhagens ou cepas de
trichoderma, encontrados naturalmente ou em formulados comerciais podem
promover o desenvolvimento de plantas ou ndo. Quando atuam favorecendo o
desenvolvimento um dos seus maiores efeitos € o estimulo ao crescimento de raizes
pela producdo de metabdlitos que induzem a multiplicacdo celular e a avaliacdo do
indice mitético é a forma utilizada para comprovar esta acao proliferativa. Ao avaliar o
indice mitético das pontas de raizes de Allium cepa foi possivel selecionar cepas de
trichoderma que induzem a divisdo celular em pontas de raizes promovendo o
crescimento radicular por acdo de metabdlitos e verificar variabilidade entre as cepas
(AGUIAR et al., 2015).
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Figura 1 - Células em interfase (a), em divisdo celular: metafase (b), anafase (c) e telofase (d)
utilizadas no calculo do indice mitético de raizes secundarias de Luffa cylindrica, do acesso Faxinal do
Soturno, em tratamentos com bioproduto a base de trichoderma. Escala de 10pm.

bl_|

Figura 2 - Células em interfase (a), em divisdo: préfase (b), metafase (c), anafase (d), utilizadas no
célculo do indice mitético de raizes secundarias de Luffa cylindrica, do acesso Santa Maria em
tratamentos com bioproduto a base de trichoderma. Escala de 10um
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Figura 3 - Células em apoptose em raizes primarias (a) e raizes secundarias (b) de Luffa cylindrica
tratadas com bioproduto a base de trichoderma. Escala de 10um

Nas tabelas 4 e 5 sdo apresentados dados referentes a germinacdo e
desenvolvimento inicial de mudas de bucha. Na avaliacdo da variavel germinacao do
acesso Faxinal do Soturno, houve resposta significativa (<0,05) na inoculacdo de
trichoderma no solo em comparacao ao T1 (controle — 32%) com um acréscimo nos
tratamentos T3 (74%) e T4 (80%). Pode-se inferir que a utilizacdo de bioformulados a
base de trichoderma nas doses intermediarias e superiores utilizadas neste
experimento proporcionaram incremento no percentual de germinagéo das sementes.
Do mesmo modo, Cadore et al. (2016) concluiram em seu trabalho, que as doses 0,10
mL de Trichodel® e 0,05mL de Masterfix®, bem como a combinagcdo das mesmas,
aumentaramm a percentagem de germinacdo de sementes de arroz CV IRGA 424RI
nas condicoes testadas.

A variavel primeira contagem (PC) ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle e, nos tratamentos (T3-0,10mL e T4-1,00mL) as doses do
bioproduto a base de trichoderma néao interferiram no IVE das plantulas de bucha. No
T5 (10,0mL), a maior dose induziu a reducdo do comprimento de parte aérea, média
significativa a 5% do teste Scott-Knott, em relacdo ao controle. Explicado por alguns
autores, como Wiethan et al. (2018) que observaram em seu experimento o efeito
negativo do trichoderma em doses superiores no crescimento de mudas de alface.
Machado et al. (2015) utilizaram Trichodermil® (Trichoderma harzianum) na
emergéncia e crescimento de mudas de cambara e também observaram que nao
houve incremento na altura das plantulas. De acordo com Machado et al. (2012), a
acdo do fungo trichoderma é especifica e pode variar de acordo com a cultura,
substratos, microrganismos presentes no solo, temperatura e umidade.
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De um modo geral, aos dez dias apds a germinagdo, ndo houve incremento da
biomassa seca e fresca de parte aérea e de raiz, como revela a Tabela 4, mostrando
ainda uma reducdo de massa fresca de parte aérea no T5 (22,76 mg), maior dose
aplicada. Esses dados corroboram com os obtidos no ensaio de Cadore et al. (2016)
quando ndo ocorreu incremento ha massa de matéria fresca e seca de parte aérea de
plantas de arroz CV IRGA 424 RI, aos 14 dias ap0s a germinacdo. Resultados
diferentes foram encontrados por Azevedo et al. (2017) onde observaram que além
de atuar no biocontrole de fitopatdégenos, o uso de duas espécies de Trichoderma,
foram capazes de promover o desenvolvimento das mudas de eucalipto. Machado et
al. (2015), nas andlises em substrato ndo esterilizado, tratado com formulado
comercial Trichodermil® também descrevem que ndo houve diferenca significativa em
relacdo a massa fresca de parte aérea e de raiz de mudas de cambara (Gochnatia
polymorpha). Pedro et al. (2012) relatam que o0 aumento ha producdo de matéria seca
e fresca pode variar de acordo com o isolado de trichoderma utilizado e a cultura.

Tabela 4 - Germinagéo (G), Primeira contagem (PC), indice de velocidade de Emergéncia (IVE),
Comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR), Massa fresca de parte aérea (MFPA), Massa fresca de
raiz (MFR), Massa seca de parte aérea (MSPA) e Massa seca de raiz (MSR) de plantulas de bucha
dez dias apés a semeadura em solo tratado com bioprodutos & base de Trichoderma harzianum.

FAXINAL DO SOTURNO

G PC IVE CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
TRATAMENTOS (%) (%) (cm) (cm) (mg) (mg) (mg) (mg)

T1 Controle 32b 12a 559a 9,04a 7,30a 4898a 1294a 1l4a 35a
T2 Trichodermil® 0,0lmL 18c 4a 250b 8,66a 6,99a 5056a 1248a 16,6a 35a
T3 Trichodermil® 0,10mL 74a 2a 5,10a 7,27b 5,73a 40,30a 12,86a 143a 3,2a
T4 Trichodermil® 1,00mL 80a 2a 7,42a 8,63a 548a 4328a 1360a 136a 36a
T5 Trichodermil® 10,0mL 12c¢c 0Oa 1,00b 5,11c¢ 7,78a 22,76b 1222a 10,2a 3,8a

CV% 28,1 >30 >30 245 19,0 24,7 15,5 23,2 20,9
SANTA MARIA

G PC IVE CPA CR MFPA MFR MSPA MSR

TRATAMENTOS (%) (%) (cm) (cm) (mQ) (mQ) (mg) (mg)

T1 Controle 72a 18b 12,14a 4.65a 6,04a 26,10a 13,08b 88a 49b

T2 Trichodermil® 0,0lmL 44a 2b 7,18a 150c 457b 10,99b 6,23c 59b 34c
T3 Trichodermil® 0,10mL 66a 10b 12,20a 3,47b 4,72b 20,90a 11,63b 83a 55b
T4 Trichodermil® 1,00mL 54a 38a 13,08a 5,38a 6,65a 23,72a 17,22a 9,8a 78a
T5 Trichodermil® 10,0mL 50a 6b 9,86a 356b 519b 2055a 1142b 82a 68a

CV% 33,2 >30 >30 26,0 146 19,0 15,4 14,2 20,6
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Conforme os dados do acesso Santa Maria na Tabela 4, o percentual de
germinacdo e o IVE, apresentaram efeito neutro nos tratamentos do solo com
bioproduto comercial. Resultados semelhantes aos deste trabalho também foram
encontrados por Martini et al. (2014) na cultura do arroz, em gue tratamentos com a
utilizacdo de trichoderma né&o influenciaram de forma significativa o processo de
germinacao de sementes.

Ja para a variavel primeira contagem (PC), ao quarto dia ap0s a semeadura, 0
efeito do T4 (1,00mL) superou o0 controle e 0s outros tratamentos, com média
significativa pelo teste Scott-Knott (>0,05) e para comprimento de parte aérea (CPA)
mostrou que o tratamento T4 (1,00mL) nado diferiu do controle (T1) e nos outros
tratamentos houve reducdo do comprimento de parte aérea. Resultado diferente como
promocao do crescimento de Jacaranda micranta foi obtido por Amaral et al. (2017)
ao utilizar espécies de Trichoderma sp. combinado com vermicomposto no solo.

As varidveis massa fresca (MFPA) e seca de parte aérea (MSPA) nao
apresentaram dados satisfatorios no incremento da biomassa nas doses maiores (T3,
T4 e T5) quando comparados ao tratamento sem trichoderma (T1). Este parametro
sugere que nao houve interacdo benéfica entre o microrganismo e a planta de bucha,
que estimulasse o crescimento da parte aérea. Em contrapartida, Pedro et al. (2012)
afirmam que isolados de Trichoderma spp., adicionados ao substrato proporcionaram
aumentos superiores a 30% na producao de matéria seca da parte aérea das plantas
de feijoeiro.

Para massa fresca (MFR) e seca (MSR) de raiz, o bioproduto agiu de forma
significativa, ampliando os valores médios dos tratamentos T4 (1,00mL) com 17,22
mg ao T1 (controle) com 13,08 mg; e os tratamentos T4 com 0,78 mg e T5 (10,0mL)
com 0,68 mg ao T1 com 0,49 mg, respectivamente. De acordo com estes dados, pode-
se confirmar que as sementes de bucha do acesso Santa Maria, responderam melhor
ao crescimento das raizes, nos tratamentos maiores (T4 e T5) deduzindo que o fungo
Trichoderma harzianum, presente no bioproduto, no ambiente natural, pode
comportar-se de maneira diferente por estar interagindo com a microbiota e nutrientes
presente no solo e diretamente com o sistema radicular da planta. Diversos estudos
revelam que espécies ou cepas de trichoderma, induzem a elongacédo radicular,
aumentam a superficie de absorcéo e o crescimento de raizes secundarias. Hermosa

et al. (2012) afirmam que espécies de trichoderma favorecem o desenvolvimento de
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raizes laterais pela producédo de fitohorménios como giberelinas e auxinas (AIA —
acido indolacético) estimulando o crescimento nas plantas. Fortes et al. (2007) relatam
gue houve promocao do desenvolvimento e melhor sanidade radicular em mudas de
eucalipto quando aplicaram trichoderma no substrato para producdo das mudas.
Kleifeld e Chet (1992) reforcam que a habilidade de T. harzianum em promover o
crescimento de plantas varia com o tipo de substrato, como nutrientes ou matérias
organicas disponiveis e com a habilidade de competir com patégenos na rizosfera.

As disparidades observadas entre as variaveis dos acessos Faxinal do Soturno
e Santa Maria podem ser esclarecidas por Blind et al. (2020) que em seu trabalho
pesquisou a diversidade genética de acessos de Luffa cylindrica (bucha) e afirmou
gue o elevado grau de diversidade entre acessos de bucha foram demonstrados
através de caracteristicas quantitativas e de varias categorias morfoldgicas,
evidenciando diferencas genéticas com ampla variabilidade em seus materiais.
Portanto, as diferentes respostas que o fungo trichoderma pode gerar em tratamentos
nao estao associadas tdo somente as espécies hospedeiras, mas aos componentes
genéticos intraespecificos.

Os dados apresentados na Tabela 5, do acesso Faxinal do Soturno, para
avaliacdo da variavel area superficial da raiz obteve-se melhore resultados nos T4
(31,9 cm?) e T5 (30,1 cm?), para diametro e volume o T4 (0,63 mm) e (0,50 cm3),
respectivamente. No acesso Santa Maria houve aumento no incremento da superficial
radicular (T5= 73,2 cm?), diametro (T5= 0,59 mm) e volume (T5= 1,08 cm3). A
interacao benéfica entre fatores como doses do bioproduto e planta de bucha correu
para estas variaveis. Pode-se inferir que os resultados mostram que as doses dos
tratamentos 4 e 5 se aproximam das ideais no desenvolvimento inicial da bucha.

Chagas et al. (2017) relatam que algumas cepas de trichoderma aumentam a
area total do sistema radicular, permitindo maior acesso das raizes aos elementos
minerais, porém, Bortolin et al. (2019) encontraram em Paspalum regnelli Mez,
decréscimo nos valores de volume e area superficial de raiz, comparando aos demais
tratamentos, na aplicacdo da dose superior em sementes, de um bioproduto a base

de Trichoderma harzianum
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Tabela 5 - Area superficial (ASR), Diametro (DR) e Volume de raiz (VR) de plantulas de bucha dez
dias apés a semeadura em solo tratado com bioproduto a base de Trichoderma harzianum
(Trichodermil®), dos acessos Faxinal do Soturno/RS e Santa Maria/RS.

FAXINAL DO SOTURNO

TRATAMENTOS ASR (cm?) DR (mm) VR (cm?3)
T1 - Controle 25,47 0,55 0,35
T2 -Trichodermil®(0,01mL) 26,89 0,56 0,38
T3 -Trichodermil®(0,10mL) 21,44 0,54 0,32
T4 -Trichodermi®I(1,00mL) 31,9 0,63 0,5
T5 -Trichodermil®(10,0mL) 30,13 0,55 0,41
SANTA MARIA

TRATAMENTOS ASR (cm?) DR (mm) VR (cm?3)
T1 - Controle 29,1 0,47 0,34
T2 — Trichodermil®(0,01mL) 20,54 0,49 0,29
T3 — Trichodermil®(0,10mL) 36,22 0,53 0,41
T4 — Trichodermil®(1,00mL) 30,85 0,54 0,48
T5 - Trichodermil ®(10,0mL) 73,25 0,59 1,08

No trabalho de Silva et al. (2020), a maior concentracdo do bioproduto
comercial a base de trichoderma (Ecotric WP), independente do teor de
vermicomposto, proporcionou maior area radicular nas mudas de tomate cereja.
Também Cadore et al. (2020) na avaliacdo da area superficial e volume radicular no
uso de bioformulados com trichoderma, como principio ativo, apresentou as maiores

médias, proporcionando melhor desenvolvimento inicial para a cultura da soja.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos na realizacdo deste trabalho, em papel germitest,
utilizando bioproduto comercial a base de trichoderma (Trichodermil® x10° UFC de
Trichoderma harzianum) em diferentes doses, em sementes de bucha de dois
acessos, mostram influéncia negativa em todos os tratamentos para germinacao e o
desenvolvimento inicial de plantulas na interacdo trichoderma-bucha. A analise do
indice mitdtico retrata o resultado apresentando acdo neutra ou antiproliferativa das
células em relagéo ao controle tanto em raizes priméarias quanto secundarias.

Para tratamento de substrato a acdo do bioproduto Trichodermil® apresentou
diversidade de resultados nas variaveis analisadas e entre os acessos. No acesso

Faxinal do Soturno a aplicacao do bioproduto estimulou a germinacao no T3 (0,10mL)
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e T4 (1,00mL), estes nao diferiram significativamente no indice de velocidade de
emergéncia do T1 (controle) e mostrou efeito neutro na primeira contagem e na
biomassa fresca de raiz e seca de parte aérea. No comprimento de parte aérea e raiz,
massa fresca de parte aérea e seca de raiz, apenas o T5 (10,0mL) apresentou efeito
redutor comparando com T1 e demais tratamentos. No acesso Santa Maria a
germinacao e o IVE mostraram efeito neutro. Tamanho de plantula, biomassa fresca
e seca de parte aérea sem diferenca significativa em alguns tratamentos (T3, T4 e
T5), enquanto as variaveis PC, MFR e MSR tiveram influéncia positiva nos T4 e T5
em relagdo ao controle (T1). Pode-se inferir que o T4 (1,00mL) destacou-se como
dose que respondeu melhor para algumas variaveis principalmente no acesso Santa
Maria e para o acesso Faxinal do Soturno, a dose 10,0mL (T5) na maioria das
variaveis mostrou efeito redutor. Nas variaveis area superficial da raiz obteve-se o
melhor resultado nos T4 e T5, no diametro e volume o T4, para o acesso Faxinal do
Soturno. No acesso Santa Maria houve aumento no incremento da superficial
radicular, diametro e volume no T5. Houve uma interacdo favoravel entre fatores como
doses do bioproduto e planta de bucha no desenvolvimento inicial, relativo a estes
parametros.

A partir deste estudo foi possivel perceber que doses maiores aplicadas no
substrato contribuiram no desenvolvimento da bucha, em alguns aspectos. Mesmo
assim nao foi possivel determinar a dose ideal para a cultura porque os resultados
nao foram uniformes e serdo necessarias mais pesquisas para confirmar a eficiéncia
destas e outras doses aproximadas para compreender melhor a interacao

microrganismo-planta.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na realizacao deste trabalho verificou-se que interacao planta-microrganismo
acontece obedecendo a condi¢cdes ideais para o fungo trichoderma, atuando
favoravelmente ou ndo no desenvolvimento inicial da planta, de acordo com o
ambiente, com as peculiaridades da planta e com a linhagem envolvida. A planta de
bucha oriunda de acessos diversos apresentou variabilidade entre populacdes, para
parametros morfolégicos e biométricos estudados. Assim o bioproduto comercial
contendo Trichoderma harzianum respondeu de forma diferente as variaveis
estudadas no que tange aos tratamentos em ambos experimentos: tratamento de
sementes com diferentes doses do bioproduto com semeadura em substrato papel
germitest e tratamento de solo (substrato comercial) com mesmas doses do
bioproduto e semeadura para obtencdo de mudas de bucha. De acordo com o
exposto, como houve variacdo nos parametros estudados em resposta as doses de
trichoderma em interacdo com acessos de bucha, ndo foi possivel determinar a dose
ideal para a cultura, sendo necessarias mais pesquisas para confirmar a dosimetria e
compreender melhor a interacdo trichoderma-bucha. Experimentos testando mais de
uma linhagem de trichoderma, individualmente ou associadas com esta espécie
vegetal, em casas de vegetacdo e a campo, poderdo trazer resultados mais
promissores.

A realizacao deste trabalho espera contribuir com futuros trabalhos de pesquisa
gue auxiliem os pequenos agricultores na utilizacdo de doses eficazes de produtos
biolégicos a base de trichoderma, de baixo custo e menos danosos a saude e ao meio

ambiente, visando a producdo de mudas de bucha.



