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RESUMO
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ORIENTADOR: ANTONIO CARLOS FERREIRA DA SILVA
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A diminuicgdo do uso de agrotoxicos é uma das alternativas utilizadas na agricultura organica,
podendo estes serem substituidos por agentes bioldgicos menos agressivos ao ambiente. Alguns
isolados de trichoderma sdo considerados importantes e eficientes agentes biol6gicos que, em doses
Otimas, protegem as plantas contra doencas de plantas e possuem mecanismos que promovem tanto a
germinacdo de sementes como o desenvolvimento de hortali¢as. S&o raros os estudos que avaliam a
germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantas em interagdo com a vermicompostagem em
altas doses de trichoderma. Baseado nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi testar doses
superiores as recomendas do produto comercial bioldgico ICB Nutrisolo Trichoderma (ICB),
avaliando-se a multiplicacdo e o desenvolvimento de Eisenia andrei, as alteragdes nas caracteristicas
quimicas do substrato, bem como a emergéncia e o desenvolvimento inicial de plantulas de alface em
vermicomposto. Para o experimento 1, multiplicacdo e desenvolvimento de E. andrei, a unidade
experimental constituiu-se de 6 kg de esterco bovino em caixas com 48 minhocas da espécie E. andrei.
Utilizou-se o produto comercial ICB nas doses 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0; todas na concentracdo 10
UFC kg™ em substrato. Para avaliagio das caracteristicas quimicas do vermicomposto foi utilizado
também o tratamento sem minhocas. Foi feita a contagem do nimero de minhocas adultas, jovens e
casulos, e avaliou-se 0 peso seco total. No experimento 2, conduzido em casa de vegetacdo, o
substrato foi uma mistura de vermicomposto e substrato comercial na relacdo 1:1 (v/v). Foram
utilizadas as doses 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 de ICB, todas na concentracdo 10" UFC kg™ em
substrato. O substrato inoculado foi colocado em bandejas de germinacdo, sendo cada unidade
experimental composta por 10 células, cada uma com cinco sementes de alface cv. Regina. Apos a
emergéncia fez-se um desbaste, permanecendo uma plantula por célula. As variaveis avaliadas foram
porcentagem de germinacdo de sementes, indice de velocidade de emergéncia de plantulas, altura,
massa fresca e seca da parte aérea, area foliar, volume e area superficial de raiz, e porcentagens de P,
K, Ca e Mg nas folhas. Os delineamentos experimentais foram ao acaso com quatro repeticdes. A
partir da dose 4,0 de ICB, ha decréscimo do nimero de minhocas. Doses altas até 1,0 ndo alteram o
nimero de minhocas adultas e de casulos de E. andrei, entretanto, o indice de multiplicacdo foi
inferior em todos os tratamentos ICB e doses acima de 2,0 diminuiram o peso seco total. O pH foi
superior nos tratamentos com ICB, e houve aumento na porcentagem de P, K e Mg em presenga de
minhocas. As doses estudadas no experimento 2 influenciaram negativamente o desenvolvimento
aéreo e radicular das plantas. As variaveis porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de
emergéncia foram influenciadas negativamente quando em doses acima de 4,0. A andlise quimica
foliar demonstrou que todas as doses aumentaram a porcentagem dos nutrientes analisados.

Palavras-chave: Altas doses, Trichoderma spp., minhoca, Eisenia andrei, Lactuca sativa.
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Pesticide use reduction is one of the alternatives usedin organic agriculture. Pesticides may
bereplaced by biological agents, which are less harmful to the environment. SomeTrichoderma isolates
are considered to be important and efficient biological agents. They protect plants from plant diseases
when used at optimal doses and have mechanisms to enable seed germination and vegetable
development. Few studies evaluate seed germination and plant development interaction with
vermicomposting at highTrichoderma doses. Thus, the current study aims to test higher doses of the
ICB Nutrisolo Trichoderma (ICB) biological commercial product than the recommended ones. It was
done by evaluating, Eisenia andrei multiplication and development, the changes in the substrate’s
chemical features as well as the emergence and the initial development of lettuce seedlings in
vermicompost. Regarding experiment 1, E. andrei multiplication and development, the experimental
unit consisted of 6 kg of cattle manure in boxes containing 48 E. andrei earthworms. ICB commercial
product doses of 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 and 8,0 were used at the concentration of 10 CFU kg™ in the
substrate. The treatment without earthworms was also conducted to evaluate the vermicompost
chemical features. The number of adult and young earthworms and of earthworm cocoons was
counted, and the total dry weight was evaluated. As for experiment 2, which was conducted in
greenhouse, the substrate was a mixture of vermicompost and commercial substrate at the ratio 1:1
(v/v). ICB doses of 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 and 16,0 were used at concentration of 10'* UFC kg™ in the
substrate. The inoculated substrate was placed in germination trays. Each experimental unit was
composed of 10 cells, and each cell received five Regina cultivar lettuce seeds. After the seedlings
emerged, a thinning was conducted by leaving one seedling per cell. The evaluated variables were
germination percentage, seedling emergence speed index, height, shoot fresh and dry weight, leaf area,
root volume and surface area, and P, K, Ca and Mg percentages in the leaves. The experimental
designs were randomized with four replications. There was decrease in the number of earthworms
when ICB doses equal to or above 4,0 were used. Doses up to 1,0 did not change the number of adult
E.andrei earthworms and cocoons. However, the multiplication index was lower in all ICB treatments
and doses above 2,0 decreased the total dry weight. The pH was higher in ICB treatments, and there
was increased P, K and Mg percentage in the presence of earthworms. The doses studied in
experiment 2 negatively influenced the plants’ shoot and root development. The germination
percentage and the seedling emergence speed index were negatively influenced when doses above 4,0
were used. The leaf chemical analysis showed that all doses increased the percentage of analyzed
nutrients.

Keywords: High doses, Trichoderma spp., earthworm, Eisenia Andrei, Lactuca sativa.
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INTRODUCAO

A preocupacao com 0 meio ambiente e a qualidade de vida tem difundido amplamente
as correntes da agricultura alternativa, dentre elas a agricultura orgéanica. Esse sistema de
producdo tem crescido continuamente, em funcdo de uma demanda cada vez maior por
produtos ecologicamente corretos (COSTA et al., 2008). A agricultura organica é baseada em
alternativas que diminuam o uso de agrotoxicos, substituindo por agentes bioldgicos menos
agressivos ao ambiente, e seu crescimento é bastante evidente, sobretudo na olericultura
(VENTURA et.al., 2007)

A utilizacdo de técnicas de cultivo sem uso de produtos toxicos vem representando
um aspecto favoravel tanto para o consumidor como para o meio ambiente (LIMA et al.,
2007). Esse processo é decorrente da necessidade de interacdo dos fatores ecoldgicos,
econdmicos e sociais.

A escolha de um substrato horticola deve ser baseada em dois critérios essenciais: 0
custo de aquisicao e a disponibilidade do substrato, ou seja, deve ser economicamente viavel e
estar disponivel em quantidade, em qualquer época do ano (ANDRIOLLO, 1999). Neste
sentido, o substrato organico obtido através do processo de vermicompostagem, por atender a
estas caracteristicas, torna-se uma alternativa promissora na producao de mudas.

A vermicompostagem é um processo de degradacdo e estabilizacdo do material
organico, através da acdo continua e conjunta de minhocas e de microrganismos
(DOMINGUEZ, 2004). No processo de vermicompostagem, as minhocas ingerem os residuos
organicos e ao fazerem isto, digerem parte deste material e o fracionam estimulando assim a
atividade dos microrganismos e, consequentemente, a mineralizacao de nutrientes, acelerando
a transformacdo do residuo em material humificado (LANDGRAF et al., 1999;
DOMINGUEZ; PEREZ-LOUSADA, 2010).

Normalmente, tenta-se fazer o controle do fitopatdgeno por meio de préticas culturais,

e entre estas o uso do controle quimico. Esse método nem sempre é eficiente; além disso, 0s
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produtos quimicos podem trazer riscos ao meio ambiente, tanto pela contaminagdo das &guas
como pelos residuos que deixam no proprio solo, além de ndo serem seletivos, afetando toda a
bidtica do solo. Em culturas, principalmente de ciclo curto, como a alface, podem ser
encontrados residuos toxicos, acarretando riscos para a alimentacdo humana (FERREIRA
et.al., 2011).

Fungos do género Trichoderma, conhecidos comumente por trichoderma, estdo entre
0s microrganismos mais estudados como agentes no biocontrole de fitopatdgenos, promotores
da germinac&o de sementes e do crescimento vegetal (ALTOMARE et al., 1999; BENITEZ et
al., 2004; HOYOS-CARVAJAL et al.,, 2009; KUNIEDA-ALONSO et al., 2005; MELO,
1996). O sucesso da atividade dos bioagentes depende das propriedades e mecanismos de
acao do organismo. Espécies de trichoderma podem agir através da competicdo, parasitismo
direto, producdo de metabodlitos secundarios e por serem parasitas de estruturas de resisténcia
de patdégenos no ambiente, como esporos, em geral dificeis de serem destruidos (MELO,
1998).

Sé&o raros estudos que avaliam a interacdo da vermicompostagem, com altas doses de
isolados do fungo antagonista trichoderma que também podem ser promotores de crescimento
de plantas. Alguns isolados sdo importantes e eficientes saprébios que, em doses 6timas,
protegem as plantas contra fitopatdgenos e possuem mecanismos que promovem a
germinacdo de sementes e 0 desenvolvimento vegetal de espécies de hortalicas como a alface.
No entanto, h& poucos estudos em relacdo a acdo de doses superiores as recomendadas desse
bioproduto na germinacdo e desenvolvimento de plantas em vermicomposto (NEUMANN e
LAING, 2006).

Isolados de trichoderma sdo produtores de metabdlitos, volateis e ndo volateis, entre
outros, uma lactona que possui atividade fungicida (COLLINS e HALIM, 1972; SERRANO-
CARREON et al., 2004). NEUMANN E LAING (2006) concluiram que trichoderma
adicionado em altas doses interfere com o processo normal de nitrificacdo, ocorrendo o risco
de toxicidade associada a inibi¢do do crescimento na planta.

As minhocas sdo consideradas bioindicadores em contaminacGes ambientais por serem
sensiveis a compostos volateis, ndo volateis e gases como o CO,. Numero de espeécies,
abundancia e biomassa sdo parametros facilmente mensuraveis em minhocas que habitam os
solos, constituindo ferramentas importantes para a avaliacdo de diferentes transformacoes e
impactos ambientais. Em ambientes rurais diferentes sistemas de cultivo podem ser avaliados

a partir da biomassa e numeros de minhocas (PAOLETT], 1999).
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A aplicacdo de isolados de trichoderma pode ser feita nas sementes, no substrato, no
sulco de plantio ou em matérias organicas que serdo incorporadas antes do transplante das
mudas (LUCON, 2009). Mas, independente da forma de aplicacdo, ha a necessidade de usar
produtos bioldgicos como uma alternativa aos quimicos, assim, 0s bioprodutos apresentam-se
como uma tecnologia alternativa, que podera ter um importante impacto na reducdo do uso de
fungicidas e fertilizantes (LUZ, 2001). ICB Nutrisolo Trichoderma é um produto comercial
biolégico, da ICB BIOAGRITEC Ltda composto por uma mistura de trés espéecies de
trichoderma, sendo muito utilizado no controle de patdgenos nos sistemas de produgéo.

Levando tais aspectos em consideracao, o objetivo deste trabalho foi testar altas doses
do produto comercial biolégico ICB Nutrisolo Trichoderma (ICB), avaliando-se a
multiplicacdo e desenvolvimento de Eisenia andrei e alteracfes nas caracteristicas quimicas
do substrato produzido no processo de vermicompostagem, a partir do residuo organico
esterco bovino, bem como avaliar a emergéncia e o desenvolvimento inicial de plantulas de
alface em vermicomposto tratado com doses superiores & 10° UFC kg de T. asperullum
utilizadas por Sadykova & Kurakov (2013) em que obtiveram resultados positivos tanto para

o indice de multiplicacdo de minhocas quanto para o desenvolvimento em plantas.
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RESUMO

A agricultura organica é baseada em alternativas que diminuam o uso de agrotdxicos,
substituindo 0s mesmos por agentes biol6gicos menos agressivos ao ambiente. S&o raros
estudos que avaliam a interagdo da vermicompostagem, com altas doses de Trichoderma
(Trichoderma spp.), um fungo antagonista de varios fitopatdgenos e promotor de crescimento
em plantas. Baseado nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi testar altas doses do produto
comercial biolégico ICB Nutrisolo Trichoderma (ICB), avaliando-se a multiplicacdo e
desenvolvimento de Eisenia andrei bem como alteragBes nas caracteristicas quimicas do
substrato produzido no processo de vermicompostagem, a partir do residuo organico esterco
bovino. O esterco bovino in natura foi autoclavado a 121 °C por duas vezes em um intervalo
de 24 h. A unidade experimental constituiu de 6 kg de substrato em caixa multiuso de
polipropileno de dimensdes 20 x 40 x 50 cm, com 48 minhocas adultas e cliteladas da espécie
E. andrei. Como agente bioldgico utilizou-se o produto comercial ICB na forma de fluido,
composto por oito cepas das espécies T. koningiopsis, T. asperellum e T. harzianum, com as
seguintes doses nos tratamentos a sequir: T1 (0,5); T2 (1,0); T3 (2,0); T4 (4,0); T5(8,0) e T6
(0,0), sendo todas as concentracdes em 10** UFC kg™ do produto em vermicomposto e para a
avaliacdo das caracteristicas quimicas do vermicomposto em altas doses do produto ICB foi
utilizado também o T7 (somente substrato). O delineamento foi inteiramente casualizado com
quatro repeti¢cdes por tratamento. A temperatura foi mantida a 28 °C e a umidade entre 60 e 70
%. Apobs 60 dias do inicio da instalacdo fez-se a contagem do nimero de minhocas adultas,
jovens e casulos, posteriormente avaliou-se o peso seco total das mesmas. Os resultados
observados no teste de letalidade mostram que somente a partir de 4,0x10** UFC kg™ de ICB,
ha decréscimo do nimero de minhocas. Doses altas até 1,0x10** UFC kg™ do produto ndo
alteram o nimero de minhocas adultas e de casulos de E. andrei em vermicompostagem com
esterco bovino, entretanto, o indice de multiplicacdo foi inferior em todos os tratamentos com
o produto. Doses acima de 2,0x10** UFC kg™ diminuiram o peso seco total. O pH foi superior
nos tratamentos com ICB, e houve aumento na percentagem de P, K e Mg nos tratamentos
com a presenca de minhocas. A relacdo C/N do vermicomposto, em todos os tratamentos,

indica maturidade, dentro de resultados aceitaveis para compostos organicos.

Palavras-chave: Trichoderma spp., produto bioldgico, minhoca, vermicompostagem.
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ABSTRACT: DEVELOPMENT AND MULTIPLICATION OF Eisinea andrei IN THE
MANURE OF CATTLE SUBJECTED TO HIGH TRICHODERMA DOSES

The organic agriculture is based on alternatives to reduce pesticide use based on its
replacement by less aggressive biological agents. There are few studies evaluating the
interaction between the vermicomposting biological process organic waste decomposition
using worms subjected to high biocontrol agent (Trichoderma spp.) doses for plant disease
control and growth promotion. Thus, the present work aims to test the use of high commercial
biocontrol product (ICB Nutrisolo Trichoderma) doses by evaluating the multiplication and
development of Eisenia andrei. The changes in the chemical features of the substrate
produced by the vermicomposting process using in natura and sterilized organic cattle
manure were also assessed. The experimental unit consisted of 6 kg of substrate (in
multipurpose polypropylene box - 20 x 40 x 50 cm) containing 48 clitelate adult Eisenia
andrei worms. ICB Nutrisolo Trichoderma was used as biological agent along with eight
strains of the following species: T. koningiopsis, T. asperellum and T. harzianum. The
following treatments were applied at doses of 10'* CFU kgof ICB Nutrisolo Trichoderma in
the presence of worms: T1 (0.5); T2 (1.0); T3 (2.0); T4 (4.0); T5 (8.0) and T6 (0.0). The T7
treatment was herein used in order to evaluate the chemical features of the vermicompost. It
was a completely randomized design with four replications per treatment. The temperature
was kept at 28 °C and humidity ranged between 60 and 70 %. After 60 days, the number of
young and adult worms, and cocoons was counted; then, their dry biomass was assessed. The
results found in the lethality test showed decrease in the number of worms treated with 4x10™
UFC kgof ICB. The biological product doses up to 1x10™ UFC kg™ did not alter the number
of adult worms and cocoons, or the multiplication index of E. andrei in cattle waste
vermicomposts. There was no influence of the tested doses on worms’ individual
development. However, doses above 2x10** UFC kg™ decreased their total biomass. There
was pH variation and increase in P, K and Mg percentages in the substrate in all treatments

using worms subjected the 1x10™ UFC kg™.

Keywords: Trichoderma spp., biological product, worm, vermicomposting
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INTRODUCAO

Residuos organicos sdo insumos de producdo agricola os quais quando estabilizados e
reciclados adequadamente podem incrementar a producdo e, embora, com grande capacidade
de poluicdo, na verdade, séo de fato, recursos a serem reciclados no ecossistema natural. Na
sua grande maioria, os residuos constituem-se de dejetos que sdo componentes organicos
naturais do meio e, portanto, quando adequadamente tratados e incorporados ao solo, podem
contribuir para a melhoria da producdo vegetal e por consequéncia da producéo animal (Van
Horn et al., 1994).

No Brasil, a bovinocultura de leite € uma das areas mais relevantes na producdo de
residuos organicos (IBGE, 2009), desenvolvendo suas atividades geralmente em areas
menores de 20 ha (Martins et al., 2006), sendo que a producédo de dejetos nesse sistema resulta
na contaminacdo do solo, lagos, rios e lenc¢ois freaticos, devido ao volume de residuos gerados
e constitui-se um grave problema ambiental, tornando-se um desafio para os criadores e
especialistas (Van Horn et al., 1994).

Existem varias maneiras para tratar adequada, econdmica e ecologicamente 0s
residuos. Estudos tém demonstrado que a vermicompostagem, processo bioldgico de
decomposicdo de residuos orgéanicos que utiliza minhocas, em comparagdo ao composto
produzido sem as minhocas, acelera a estabilizacdo da matéria organica e produz um
composto com menor relacdo carbono nitrogénio (C/N), maior capacidade de troca catidnica e
maior quantidade de substancias humicas (Albanell et al., 1988), bem como fitormdnios
(Tomati et al., 1995). Eisenia andrei esta entre as espécies de minhocas mais utilizadas para a
producdo de vermicomposto, assim como Eisenia fetida, por serem mais eficientes na
transformacéo dos residuos e por apresentarem alta taxa de multiplicacdo (Dominguez et al.,
2010). Além disso, sdo tolerantes a uma ampla faixa de temperatura e umidade, podendo
multiplicar-se em diversos tipos de residuos (Atiyeh et al., 2000), porém néo toleram residuos
acidos e com odor muito forte (Oliveira et al., 2007).

As minhocas séo consideradas bioindicadores em contamina¢Ges ambientais por serem
sensiveis a compostos volateis, ndo volateis e gases como o CO,. Numero de espécies,
abundancia e biomassa sdo parametros facilmente mensuraveis em minhocas que habitam os

solos, constituindo ferramentas importantes para a avaliacdo de diferentes transformacdes e
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impactos ambientais. Em ambientes rurais diferentes sistemas de cultivo podem ser avaliados
a partir da biomassa e numeros de minhocas (Paoletti, 1999).

Trichoderma (Trichoderma spp.) € um agente promissor de biocontrole de
fitopatdgenos e um fungo natural do solo encontrado especialmente em solos orgénicos, que
pode viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos (Melo, 1996). Isolados de
trichoderma sdo citados como produtores de metabolitos volateis e ndo volateis (Dennis e
Webster, 1971a, b, c), entre outros, 0 composto volatil 6-pentil-a-pirone (6-PP), uma lactona
que possui atividade fungicida com forte aroma de coco (Collins e Halim, 1972; Serrano-
Carredn et al., 2004). Resultados obtidos por Neumann e Laing (2006) demonstraram que
trichoderma adicionado em altas doses na regido das raizes e em presenca de ions de amonio,
interfere com o processo normal de nitrificacdo, ocorrendo o risco de toxicidade associada a
inibicdo do crescimento na planta. Trabalho realizado por Oliveira (2008) com
biorremediagdo em solo contaminado por petréleo indicou toxicidade relacionada ao
nitrogénio, sob a forma de uréia adicionada, com alta taxa de letalidade em E. Andrei (100
%).

A agricultura organica tem sido amplamente difundida na busca de uma melhor
qualidade de vida, baseada em alternativas que diminuam o uso de agrotdxicos substituindo-
0S por agentes menos agressivos ao ambiente. Embora haja trabalhos comprovando os
beneficios da agricultura organica envolvendo minhocas e trichoderma separadamente, ainda
s80 escassos 0s estudos que avaliem a interagcdo destes organismos entre si e as propriedades
quimicas do solo. Os resultados apresentados por Sadykova e Kurakov (2013) demonstraram
ser eficiente o emprego de Trichoderma asperellum em consorcio com minhocas visando a
multiplicacdo de E. fetida bem como a promocdo de crescimento e desenvolvimento em
pepino. Trabalhos com vermicompostagem envolvendo altas doses de trichoderma ndo tém
sido frequentemente observados (Neumann e Laing, 2006).

Utilizando como base a hipo6tese do uso de altas doses de trichoderma interferir em
processos de vermicompostagem, o presente trabalho teve como objetivo testar essas altas
doses crescentes do produto comercial bioldgico ICB NutrisoloTrichoderma, avaliando-se a
multiplicacdo e desenvolvimento de Eisinea andrei, bem como alteragdes nas caracteristicas
guimicas do substrato produzido no processo de vermicompostagem, a partir do residuo

organico esterco bovino.

MATERIAL E METODOS
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O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia do Solo (&rea experimental),
Laboratorio de Analise de Tecidos do Departamento de Solos, Centro de Ciéncias Rurais, e
Laboratorio de Interacdo Planta-Microrganismo do Departamento de Biologia, Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS. As
minhocas adultas e cliteladas da espécie Eisenia andrei foram obtidas a partir do minhocério
do Departamento de Solos, UFSM. Como fonte do agente bioldgico trichoderma, utilizou-se o
produto comercial ICB Nutrisolo Trichoderma na forma de fluido, composto por oito cepas
das espécies Trichoderma koningiopsis, Thrichoderma asperellum e Trichoderma harzianum,
na concentracdo de 10™ UFC mL™ e registro no MAPA: RS12734/10000-4 (artigo 15 do
anexo ao Decreto 4954/2004), cedido pela ICB BIOAGRITEC LTDA.

Producéo de vermicomposto em altas doses de trichoderma

Para testar altas concentraces de unidades formadoras de micélio (UFC) do produto
comercial ICB Nutrisolo Trichoderma (ICB) na reprodugdo e desenvolvimento de minhocas
em esterco bovino, foram utilizadas doses crescentes e superiores & dose 10° UFC kg™ de
substrato descrita para T. asperullum por Sadykova e Kurakov (2013) em vermicomposto. O
substrato utilizado para a producdo do vermicomposto foi esterco bovino in natura
proveniente de gado de leite e obtido em propriedade rural no municipio de Santa Maria, RS.
Ap0s o esterco ser homogeneizado e autoclavado a 121 °C por duas vezes e um intervalo de
24 h, efetuou-se a montagem dos tratamentos em caixas multiuso de polipropileno com
dimens@es 20 x 40 x 50 cm com capacidade para 10 L, aos quais foram adicionados 6 Kg de
substrato por repeticdo em cada um dos seguintes tratamentos, T1 (minhocas + 0,5x10" UFC
kg™ de ICB); T2 (minhocas + 1x10™ UFC kg™ de ICB); T3 (minhocas + 2x10** UFC kg™ de
ICB); T4 (minhocas + 4x10™ UFC kg™ de ICB); T5 (minhocas + 8x10** UFC kg™ de ICB);
T6 (minhocas sem ICB), e para avaliacdo das caracteristicas quimicas do vermicomposto em
altas doses do produto ICB foi utilizado o T7 (sem minhocas e sem ICB). Para que ocorresse
a colonizacao, o produto comercial bioldgico ICB foi aplicado no substrato sete dias antes da
inoculacdo das minhocas. As caixas ficaram cobertas com papel pardo. A temperatura foi
mantida a 28 °C, a umidade entre 60 e 70 % e auséncia de luz durante todo o processo. Foi
feito o revolvimento uniformemente do material a cada sete dias para a aeracdo do mesmo e
controle de umidade. Cada unidade experimental constituiu-se de 48 minhocas adultas e

cliteladas da espécie E. andrei.
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Ap0s 60 dias da inoculagdo das minhocas foram realizadas as seguintes avaliacdes por
unidade experimental: contagem manual do nimero de minhocas adultas (cliteladas), nUmero
de minhocas jovens (sem clitelo desenvolvido), nimero de minhocas totais (adultas e jovens),
ndmero de casulos, proporgdo entre minhocas adultas e numero de casulos, indice de
multiplicacdo e peso total de minhocas jovens e adultas.

O material de cada unidade experimental foi colocado sobre uma mesa com fundo
branco para que fossem separadas as minhocas jovens, adultas e os casulos presentes no
substrato. Os individuos coletados foram separados em frascos de plastico de 100 mL, onde
permaneceram aproximadamente oito horas em ambiente iluminado para que parte do
material presente em seu tubo digestivo fosse eliminado. Posteriormente, foram lavados para
retirar qualquer tipo de residuo aderido ao corpo, secos com papel toalha, e mantidos em
estufa a 75 °C, em recipientes abertos, até obtencdo de peso seco constante. Para o indice de
multiplicagdo das minhocas, utilizou-se a formula IM = Pf / Pi, onde IM = indice de
multiplicacdo, Pf = populacdo final de minhocas e Pi = populacdo inicial de minhocas que

corresponde ao numero de matrizes inoculadas (Steffen, 2008).

Ensaio de letalidade

Com o objetivo de testar o efeito das altas doses de ICB Nutrisolo Trichoderma dos
tratamentos T1, T2, T3, T4, T5 e o controle (T6) sobre o numero de individuos sobreviventes
de E. andrei, realizou-se o ensaio de letalidade de acordo com as normas 1SO 11268-1 — Soil
quality — Effects of pollutants on earth worms (E. fetida) — Part 1. Determination of acute
toxicity using artificial soil substrate (ISO, 1993) e ISO 11268-2 — Soil quality — Effects of
pollutants on earth worms E. fetida (ISO, 1998). A unidade experimental constou de uma
caixa de isopor (4 L) com 3 kg de esterco bovino in natura e 10 minhocas adultas e cliteladas
da espécie E. andrei. No inicio do ensaio de letalidade foram colocados 0s organismos adultos
em cada recipiente nos respectivos tratamentos. Apos 48 horas de exposicdo, foram contados
0s nimeros de minhocas mortas e vivas, e comparados com o tratamento controle somente

com o esterco bovino, e construida a curva de sobrevivéncia.

Caracterizacdo quimica do vermicomposto

Para avaliar a influéncia das minhocas e do trichoderma sobre a qualidade quimica do
substrato nos tratamentos T1, T2, T3, T4, T5 e T6, foram determinadas segundo metodologia
para residuos e tecidos vegetais proposta por Tedesco et al. (1995) as porcentagens de N total,
C, P, K, Ca e Mg, pH em agua e relacdo C/N. Aos 60 dias da inoculagdo das minhocas, as
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amostras coletadas (100 g de vermicomposto) foram secas em estufa a 75 °C e moidas em

graal, sendo analisadas no Laboratorio de Anélises de Tecidos.

Delineamento experimental e anélise estatistica

Os delineamentos experimentais utilizados foram o inteiramente casualisado com
quatro repeticdes por tratamento. A analise de variancia ANOVA foi utilizada para comparar
as diferencas nos tratamentos, complementando-se o estudo, quando necessario, com o teste
de Scott-Knott 5% de probabilidade para comparar as diferengas entre as médias. O teste de
regressdo foi usado para avaliar o ensaio de letalidade, indice de multiplicacdo das minhocas,
nimero de minhocas jovens, adultas e casulos, bem como o peso seco total de minhocas.

Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa BioEstat 4.0 (Ayres et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados para 0 nimero de minhocas adultas e jovens, total de
minhocas (Figura 1), nimero de casulos, propor¢do entre nimero de minhocas adultas e de
casulos (Figura 2), indice de multiplicacdo e peso seco total de minhocas (Figura 3)
demonstram que todos os tratamentos com altas doses do produto comercial ICB Nutrisolo
(ICB), ndo promoveram mortalidade total de individuos e ainda proporcionaram condicdes
para reproducdo de E. andrei. Para alguns tratamentos observou-se reducdo em todos o0s
parametros citados acima quando comparados ao controle na auséncia do produto biolégico
(Figuras 1, 2 e 3).

Os resultados para o numero de minhocas adultas (Figura 1) nas doses 0,5 e 1,0 de
ICB (47,2) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao tratamento sem ICB (45,5),
mas diferiram dos tratamentos com doses superiores (2,0; 4,0 e 8,0 de ICB) nas quais
observou-se a diminui¢do gradativa no nimero por morte ou fuga de minhocas (34,2; 14,5 e
9,0; respectivamente). As doses superiores de ICB podem ter proporcionado um ambiente
desfavoravel para a adaptacéo e estabilizacdo das minhocas. A explicacéo, segundo Lavelle et
al. (2004), em relacdo a atitude comportamental das minhocas, sendo que a maior diferenca
entre experimentos em escala pequena e o mundo real é que em experimentos confinados,
minhocas tém oportunidades limitadas para encontrar comida e mover-se. Isto provavelmente
mostra porque quase sempre elas perdem peso ou morrem em experimentos de laboratério. Os
resultados observados no teste de letalidade, conforme a curva de sobrevivéncia de individuos

de E. andrei (Figura 4), mostram que ocorreu aumento no numero de minhocas para a dose
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0,5x10™ UFC kg™ e que somente a partir de 4,0x10™ UFC kg™ de ICB houve decréscimo do
numero destas, em relacdo ao controle na auséncia de ICB, corroborando com os resultados
apresentados na FiguralA.

Ensaio investigando a temperatura da regiéo radicular e aplicagdes de trichoderma em
doses elevadas,revelou que sob condicdes de alta temperatura e alta concentragcdo de amonio,
o0 efeito de nanismo nas plantas foi aumentado. A presenca de ions de aménio interferiu no
processo normal de nitrificacdo, como resultado houve o0 aumento de toxicidade da amdnia,
associada a inibicdo do crescimento das plantas (Neumann e Laing, 2006). A aménia esta
presente naturalmente nos corpos de &gua como produto da degradacdo de compostos
organicos e inorganicos do solo e da agua, resultado da excrecdo da biota, reducdo do
nitrogénio gasoso da dgua por microrganismos ou por trocas gasosas com a atmosfera. Nas
solugBes aquosas, a amonia pode se apresentar sob as formas NH," ionizada ou NH3n&o-
ionizada (Reis e Mendoncga, 2009). Segundo Erickson (1985), embora alguma toxicidade
possa ser atribuida a amdnia ionizada, a forma nao-ionizada é reconhecidamente a forma mais
toxica de amonia. Estudos realizados por Oliveira (2008) com solo contaminado, acrescentado
de uréia, na relacdo 100/10 de C/N, apresentou alta letalidade de minhocas (100%) quando
comparado ao solo virgem (0% de morte), comprovando a sensibilidade destas diante das
fontes de nitrogénio.

O indice de multiplicacdo é o pardmetro que avalia a capacidade reprodutiva das
matrizes em determinado ambiente (Antoniolli et al., 2009). As espécies E. andrei e E. fetida
apresentam caracteristicas e comportamento semelhantes (Atiyeh et al., 2000). Os resultados
obtidos (Figura 3A) com E. andrei para os indices de multiplicacdo nos tratamentos com as
doses 0,5 (5,20), 1,0 (5,65) e 2,0 (4,02) de ICB assemelham-se aos apresentados por Aquino
et al. (1994) que obtiveram em condicdes semelhantes um indice de multiplicacdo de E. fetida
igual a 4,54 e ndmeros de minhocas adultas, jovens e casulos (4,0; 185 e 1,5
respectivamente) inferiores aos encontrados nas Figuras 1A, B e 2A. Os autores ressaltam que
embora o esterco bovino seja uma 6tima fonte de alimento para minhocas destas espécies, este
diverge muito com relacdo a sua constituicdo, que depende do regime alimentar dos bovinos,
dificultando comparacGes entre experimentos. Os resultados obtidos neste trabalho para as
trés primeiras doses (Figura 3A), também foram superiores aos encontrados por Pereira et al.
(2005) utilizando esterco bovino puro, com indice de multiplicacdo de 2,1.

Trabalhos realizados por Antoniolli et al. (2009) com E. fetida e misturas de esterco
bovino e casca de arroz com uma inoculacdo inicial de 6 matrizes em 4 L de esterco

encontraram indice maior de multiplicacdo (8,5) e numeros menores de casulos (57) em
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mesmo periodo. Em experimento de natureza semelhante, Schiavon et al. (2007) também
constataram um alto nimero de casulos em tratamento com esterco bovino puro, onde a partir
de 10 minhocas da espécie E. fetida inoculadas em 300 g do substrato, foram coletados 138
casulos, vinte e oito dias apds a inoculacdo das minhocas, demonstrando a eficiéncia
reprodutiva de E. fetida para esse material. A maturidade sexual das minhocas esta
relacionada com as condi¢des do meio em que se encontram, resultando em uma maior ou
menor multiplicacdo em determinado tempo (Aquino et al., 1994).

Os tratamentos com as altas doses 4,0x10"* UFC kg e 8,0x10" UFC kg™
apresentaram indices de multiplicagdo de 0,96 e 0,41, respectivamente, significativamente
inferiores as trés primeiras doses (Figura 3A). No estudo de Sadykova e Kurakov (2013), foi
utilizada a dose de 10° UFC kg' do isolado Trichoderma asperellum MG 97 em
vermicomposto produzido a partir de esterco, restos vegetais e serragem, demonstrando que a
adicdo do antagonista comparativamente em dose mais baixa permitiu uma forma eficaz de
reciclar residuos organicos com aumento do efeito supressor de fitopatdgenos e efeito
promotor de crescimento em plantas bem como o aumento da producdo de minhocas e a
proporcao de individuos maduros em sua populacdo. A referida dose utilizada pelos autores
acima foi muito inferior comparada & menor dose utilizada neste experimento, isto é, 0,5x10™
UFC kg™ de ICB Nutrisolo trichoderma, em 6 kg de vermicomposto, a partir de esterco
bovino. Estas doses superiores podem ter ocasionado o decréscimo no numero de individuos
na populacdo das minhocas, sensiveis a compostos volateis e ndo volateis, os quais podem ser
produzidos por isolados de trichoderma (Dennis e Webster, 1971a, b, c). Entre os metabdlitos
volateis produzidos por trichoderma ha gases como o etileno e cianeto de hidrogénio
(Campbell, 1989), bem como acetaldeido, acetona, etanol e didéxido de carbono (Tamimi e
Hutchinson, 1975). As minhocas, por serem sensiveis a tais compostos e gases, Sdo
consideradas bioindicadores em contaminag¢fes ambientais. A liberacdo dessas substancias
toxicas pode estar relacionada as doses elevadas do produto biolégico no presente estudo,
guando em contato com a matéria organica, no caso esterco bovino.

Estudos sobre efeitos de substancias volateis, ndo volateis e gases produzidos por
trichoderma no desenvolvimento e multiplicagdo de minhocas, séo raros, entretanto, €
relatado que trichoderma quando adicionado em altas doses na regido das raizes e em
presenca de ions de amonio, interfere com o processo de nitrificacdo, ocorrendo o risco de
toxicidade as plantas (Neumann e Laing, 2006). Alguns isolados de trichoderma produzem o
composto volatil 6-pentil-a-pirone (6-PP), uma lactona, que possui atividade fungicida,
(Collins e Halim, 1972; Serrano-Carreén et al., 2004). De acordo com Mangenot e Diem
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(1979), o CO, é uma das substancias volateis produzidas por antagonistas mais estudadas e
seus efeitos em fungos sdo bastante varidveis, podendo ser estimulantes ou inibitorios, o
mesmo ocorrendo com a amonia. O etileno facilita a formacéo de derivados inibidores, como
o alil-alcool. A producdo de metabdlitos por antagonistas no solo ndo é bem esclarecida, e
baseia-se grandemente em suposigdes (Claydon et al., 1987).

Os resultados obtidos para peso seco total de minhocas (Figura 3B) mostram variacdo
entre os tratamentos nas doses testadas de ICB, sendo que, doses superiores a dose 2,0 (Figura
3B) provocou a diminui¢do no peso seco total de E. andrei, para essas doses. Essa diminuigéo
estd diretamente relacionada com o indice de multiplicacdo e o nimero de minhocas
apresentados nas Figuras 3A, 1A, 1B e 1C, respectivamente. Resultados de Schirmer (2010)
em relacdo ao parametro peso de individuos adultos ndo mostraram diferenca significativa
tanto para lodo de esgoto e esterco bovino (3/1) como para lodo de esgoto e esterco bovino
(1/1).

Observou-se variacdo nos parametros pH, e porcentagens de P, K e Mg, entretanto
para porcentagens de C, N, Ca ndo verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos
(Quadro 1). A presenca de trichoderma nos tratamentos pode ter elevado o pH do
vermicomposto, pois este parametro foi superior para todos os tratamentos nas doses de ICB
Nutrisolo trichoderma em comparagdo aos tratamentos controle com e sem minhocas. No
entanto, os valores de pH ndo variaram entre si dentro dos tratamentos com ICB (Quadro 1) e
ficaram dentro da faixa encontrada para materiais de natureza semelhante (Pequeno et al.
2008; Vidal et al. 2007; Antoniolli et al. 2002). ElevacGes do pH ou da temperatura deslocam
o0 equilibrio quimico no sentido da aménia ndo-ionizada (Reis e Mendonca, 2009). Entretanto,
Soares et al. (2004) afirmam que os valores de pH proximos a neutralidade sugerem que 0
vermicomposto, quando incorporado ao solo, pode apresentar acdo corretiva de acidez, uma
vez que possui propriedade de tamponamento. Efeito contrario de pH foi observado por
Neumann e Leigh (2008) onde doses elevadas de trichoderma e nitrogénio amoniacal
proporcionaram o aumento da acidificacdo do meio.

Caracterizando quimicamente vermicomposto comercial, Soares et al (2004)
obtiveram valores de fosforo variando entre 1,0 e 1,2 % nas amostras analisadas, sendo
inferiores aos valores encontrados na Quadro 1. Lazcano et al. (2008), como observado no
presente trabalho (Quadro 1), também descrevem que o fosforo aparece aumentado na
presenca das minhocas em trabalho de vermicompostagem. Para as porcentagens de potassio
(Quadro 1), as quais variaram entre 0,08 e 0,09 nos tratamentos com trichoderma e minhoca,

foi observado aumento significativo quando comparadas ao tratamento controle sem minhoca
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e sem trichoderma (0,05 %). A porcentagem de magnésio (0,41) foi inferior no tratamento
controle sem minhocas e sem trichoderma comparado aos demais que ndo apresentaram
variacdo entre si. Resultados apresentados para vermicompostagem com esterco bovino por
Lamim (1998) mostraram-se inferiores para K (0,02 %) e superiores para Mg (0,44 %) ao
tratamento controle sem trichoderma e minhoca, embora ambos os resultados tenham sido
inferiores aos demais tratamentos.

O processo de decomposicdo e transformacdo dos residuos para a maioria dos
tratamentos resultou numa relagdo C/N em torno de 12/1 (Quadro 1), abaixo da relagéo 18/1 o
que, segundo Kiehl (1985), indica a maturidade do composto . Resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho foram obtidos por Soares et al. (2004) que indicaram valores entre
9,02 e 13,74. Estudando diversos vermicompostos oriundos exclusivamente de esterco
bovino, produzidos em diferentes cidades do Rio Grande do Sul, Antoniolli et al. (2002)
encontraram variagoes entre 7 e 33 para C/N.

CONCLUSOES

Os resultados observados no teste de letalidade, conforme a curva de sobrevivéncia de
individuos de E. andrei mostram que somente a partir de 4,0x10™ UFC kg™ de ICB, ha
decréscimo do nimero de minhocas.

Doses altas até 1,0x10'* UFC kg™ do produto Bioldgico ICB nutrisoloTrichoderma
ndo alteram o numero de minhocas adultas e numero de casulos de E. andrei em
vermicompostagem com esterco bovino, entretanto, o indice de multiplicacdo € inferior em
todos os tratamentos com o produto.

Doses acima de 2,0x10" UFC kg™ diminuem o peso seco total.

O pH foi superior no tratamentos com ICB e houve aumento na percentagem de P, K e
Mg nos tratamentos com a presenca de minhocas.

A relacdo C/N em todos os tratamentos indica maturidade do vermicomposto, dentro

de resultados aceitaveis para compostos organicos.
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Quadro 1: Analise quimica para pH em agua, relacdo C/N e as porcentagens de N total, C, P, K, Cae Mg, em
vermicomposto de esterco bovino em altas doses do produto comercial ICB Nutrisolo Trichoderma em esterco
bovino (ICB).

?géej pHéagual/l C(%) N(%) CIN P(%) K (%) Ca(%) Mg(%)
0,5 7,86 a 263a 19a 13/1 295b 008a 1,82a 060a
10 7,94 a 26,7a 207a 12/1 290b 008a 1,78a 060a
2,0 7,88a 245a 270a 91 2091b 008a 1,9a 063a
4,0 792a 270a 216a 12/1 338a 009a 224a 062a
8,0 791a 255a 198a 121 314b 009a 226a 055a
0,0 (com minhocas) 7,73 ¢ 251a 219a 11/1 345a 0,08a 2,15a 0/56a
0,0 (sem minhocas) 7,78 Db 232a 1,78a 13/1 2,23¢c 0,05b 1,71a 041b
CV % 0,63 830 9,06 3,23 0,59 6,80 3,0

Médias seguidas por uma mesma letra, em coluna, ndo diferem a 5% de significncia pelo teste de Scott-Knott.
* Doses x10' UFC.kg™
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Figura 1. Namero de minhocas adultas (A), minhocas jovens (B) e nimero de minhocas totais sob altas doses de
ICB Nutrisolo Trichoderma. (**) significativo a 0,01 % de probabilidade, pelo teste F.
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Figura 2. Numero total de casulos (A) e proporcdo adultas/casulos (B) sob altas doses de ICB Nutrisolo
Trichoderma. (**) significativo a 0,01 % de probabilidade, pelo teste F.
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Figura 3. indice de multiplicagdo (A) e peso total de minhocas (B) sob altas doses de ICB Nutrisolo
Trichoderma. (**) significativo a 0,01 % de probabilidade, pelo teste F.
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Figura 4- Curva de sobrevivéncia de individuos de Eisenia andrei em altas doses de ICB Nutrisolo
Trichoderma em esterco bovino. (**) significativo a 0,01 % de probabilidade, pelo teste F.
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RESUMO

Alguns isolados do género Trichoderma sdo considerados importantes saprobios que em
doses Gtimas promovem a germinacao e o desenvolvimento de hortalicas como a alface. Ha
poucos estudos em relacéo a acdo de doses superiores as comercialmente recomendadas desse
bioproduto na germinacéo e desenvolvimento de plantas em vermicomposto. A partir deste
contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a emergéncia e o desenvolvimento inicial
de pléntulas de alface em vermicomposto tratado com doses superiores as recomendadas do
produto comercial ICB Nutrisolo Trichoderma (ICB). O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo, sendo que o substrato utilizado foi uma mistura de 50% de vermicomposto e
50% de substrato comercial da marca Plantmax®. Foram utilizadas as seguintes doses do
produto ICB em substrato: T1 (1,0); T2 (2,0); T3 (4,0); T4 (8,0); T5 (16,0) e T6 (0,0) sendo
todas as concentracdes em 10 UFC kg™ do produto. O substrato tratado foi colocado em
bandejas de germinacdo compostas por cinco sementes de alface cv. Regina por célula e
quatro repeticdes, totalizando 40 plantulas por tratamento apds desbaste. As variaveis
avaliadas foram porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de emergéncia, altura,
massa fresca e seca da parte aérea, area foliar, volume e area superficial de raiz e
porcentagens de P, K, Ca e Mg nas folhas das plantas aos 28 dias. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressdo. Todas as doses estudadas influenciaram negativamente o
desenvolvimento aéreo e radicular das plantas. A porcentagem de germinagdo de sementes e 0
indice de velocidade de emergéncia de plantulas foram menores em doses acima de 4,0x10™
UFC kg™ do produto biolégico. A porcentagem de nutrientes nas folhas foi superior nos

tratamentos com ICB.

Palavras Chaves: Germinagdo,crescimento, Lactuca sativa, Trichoderma spp., minhoca.

ABSTRACT

INITIAL LETTUCE DEVELOPMENT IN VERMICOMPOST SUBJECTED TO
HIGHER TRICHODERMA DOSES

Some isolates from genus Trichoderma are considered to be important saprobes, which
promote the germination and development of vegetables such as lettuce when they are used in
optimal doses. There are few studies about the effect of doses higher than those commercially
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recommended for this byproduct on plant germination and development in vermicompost.
Thus, the current study aims to evaluate the emergence and the initial development of lettuce
seedlings in vermicompost treated with doses higher than those recommended for the
commercial product Nutrisolo Trichoderma (ICB). The experiment was conducted in
greenhouse and the used substrate was a mixture of 50% vermicompost and 50%
Plantmax®commercial substrate. The following ICB product doses were used in the substrate:
T1 (1.0); T2(2.0); T3 (4.0); T4 (8.0); T5 (16.0) and T6 (0.0) and all concentrations were 10
CFU kg™ of the product. The treated substrate was placed in germination trays composed of
five Regina cultivar lettuce seeds per cell and four replications, totaling 40 seedlings per
treatment, after thinning. The evaluated variables were germination percentage, emergence
speed index, height, shoot fresh and dry weight, leaf area, root volume and surface area, and
percentages of P, K, Ca and Mg in the leaves of plants at 28 days. Data were subjected to
regression analysis. All studied doses negatively influenced the plants’ shoot and root
development. The percentage of seed germination and the seedling emergence speed index
were lower in doses above 4,0x10 CFU kg™ of the biological product. The nutrient

percentage in the leaves was higher in ICB-based treatments.

Keywords: Germination, growth, Lactuca sativa, Trichoderma spp., earthworm.

INTRODUCAO

O cultivo orgéanico tem sido amplamente difundido no Brasil nos ultimos anos por
apresentar op¢oes de uma alimentacdo mais saudavel aliada a crescente preocupacdo com a
preservacao do meio ambiente, e apresenta alternativas para diminuicao do uso de agrotoxicos
substituindo-os por agentes menos agressivos ao ambiente. A producdo de hortalicas
organicas concentra-se principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, sendo a alface
uma das principais hortalicas folhosas produzidas em sistema orgénico no Brasil. Por ser
mundialmente consumida in natura apresenta altos riscos de contaminagdo por agrotoxicos
utilizados no controle quimico de fitopatdégenos (Brasil, 2006). Portanto, a utilizacdo de
agentes de controle bioldgico torna-se uma ferramenta indispensavel.

O uso limitado de trichoderma (Trichoderma spp.) como produto bioldgico justifica
a sua menor aplicabilidade para o biocontrole de doengas e promocao de crescimento vegetal
na agricultura, estando limitado a disponibilidade de produtos comerciais legalmente
registrados (Machado et al., 2012). Ha muitos estudos que visam a caracterizacdo de aspectos
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bioldgicos atraves da inibi¢do do desenvolvimento do patdgeno pelo parasitismo, competicdo
e antibiose (Verma et al, 2007; Howell, 2003). Recentemente, vérias tentativas tém sido
tomadas para pesquisa de trichoderma na promocéo do desenvolvimento de plantas e controle
de doencas em culturas, como algodao (Shanmugaiah et al., 2009), feijdo (Hoyos-Carvajal et
al., 2009) e legumes (Celar &Valic, 2005). Entretanto, existem poucos trabalhos relacionados
ao uso de altas doses de antagonistas e seus efeitos sobre o desenvolvimento de plantas em
vermicomposto, o qual é rico em substancias humicas e pode conter reguladores de
crescimento vegetal como o hormonio auxina, responsavel, entre outros fenémenos, pela
expansao e turgescéncia das células vegetais e pelo crescimento de raizes laterais (Zandonadi
et al., 2007; 2010). O isolado MG 97 de Trichoderma asperellum quando inoculado em dose
Otima em vermicomposto produzido a partir de esterco, restos vegetais e serragem, permitiu
uma forma eficaz de reciclar residuos organicos com aumento do efeito supressor de
fitopatdgenos e efeito promotor de crescimento em plantas (Sadykova & Kurakov, 2013).

Trichoderma € um agente promissor de biocontrole de fitopatdgenose um fungo
natural do solo encontrado especialmente em solos organicos, que pode viver
saprofiticamente ou parasitando outros fungos (Melo, 1996). Alguns isolados de trichoderma
sdo utilizados devido a sua versatilidade de acdo, como parasitismo, antibiose e competicéo,
além de atuarem como indutores de resisténcia das plantas contra doencas. Essas
caracteristicas tornam trichoderma um dos fungos mais pesquisados em condicGes de
laboratério, casa de vegetacdo e campo, no Brasil e outros paises (Machado et al. 2012).

H& muitos fatores abidticos e bidticos que podem ter influéncia sobre a acdo de
trichoderma, entre outros podemos citar o substrato, tipo de cultura vegetal, microrganismos
rizosféricos, bem como isolados, formas de inoculo, e concentracdes do antagonista
(Hajieghrari, 2010). Hassan et al. (2013) mostraram efeitos negativos na germinacao de
sementes quando uma grande quantidade de indculo de Trichoderma viride foi utilizada em
Striga hermonthica e painco.

Alguns estudos tém mostrado que o N pode influenciar negativamente a germinagéo
e o desenvolvimento precoce em algumas plantas. Neumann & Laing (2006) observaram
toxicidade associada a inibicdo do crescimento em vegetais pelo aumento da concentracao de
ions aménio quando trichoderma foi adicionado em altas doses na regido das raizes.
Experimentos confirmam que o nitrogénio na forma de aménio é mais inibitério que na forma
de nitrato, mas concluiu-se que o efeito desse aménio foi mais negativo no alongamento da
radicula do que na germinacdo de sementes (Celar & Valic, 2005). Trabalhos relatam ainda

que isolados de trichoderma podem produzir compostos indutores de auxinas ou substancias
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semelhantes que possuem efeito inibidor na germinagéo de sementes e no desenvolvimento de
plantulas em concentracGes maiores do que as doses 6timas (Vinale et al., 2008 a; Vinale et
al., 2008 b). A inoculacdo de grandes quantidades de inoculo de trichoderma reduziu
parcialmente a germinagdo de sementes de beterraba sacarina e inibiu o crescimento da raiz,
fato este relacionado com a formacéo de alquil-pironas que podem inibir o desenvolvimento
de algumas especies de plantas e possuir efeitos fitotoxicos (Kohl & Schlosser, 1989).
Observou-se, também, que o metabolito koninginin-A produzido por Trichoderma koningii
inibiu o crescimento de coleoptilos de trigo (Cutler et al., 1989)

A partir deste contexto o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
doses superiores as recomendadas de ICB Nutrisolo Trichoderma na germinacéo,

desenvolvimento inicial e composicdo quimica da parte aérea em alface.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Biologia do Solo, de Analise de
Tecidos e casa de vegetacdo do Departamento de Solos, Centro de Ciéncias Rurais, e
Laboratdrios de Interagdo Planta-Microrganismo e de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, RS. As minhocas adultas e cliteladas da espécie Eisenia andrei foram obtidas a
partir do minhocario do Departamento de Solos, UFSM. Como fonte do agente bioldgico
trichoderma, utilizou-se o produto comercial ICB Nutrisolo Trichoderma na forma de fluido,
composto por oito cepas das espécies Trichoderma koningiopsis, Thrichoderma asperellum e
Trichoderma harzianum, na concentracdo de 10 UFC mL™ e registro no MAPA:
RS12734/10000-4 (artigo 15 do anexo ao Decreto 4954/2004), cedido pela ICB
BIOAGRITEC LTDA.

Producéo de substrato vermicomposto em altas doses de trichoderma

Para testar doses superiores as recomendadas do produto comercial ICB Nutrisolo
Trichoderma (ICB) na germinacéo e desenvolvimento inicial em mudas de alface, cv Regina,
foram utilizadas doses crescentes e superiores & dose 10° UFC kg descrita para T.
asperullum por Sadykova & Kurakov (2013) em vermicomposto, e também superiores as
doses 10° a 10° UFC g* descritas para produtos bioldgicos ICB Nutrisolo (Trichoderma,
Paecilomyces e Bacillus) recuperados em solo (Guimardes etal. 2013). O esterco bovino in
natura utilizado para a producdo do vermicomposto foi proveniente de gado de leite e obtido
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em propriedade rural no municipio de Santa Maria, RS. Apds o esterco ser homogeneizado e
autoclavado a 121°C por duas vezes em um intervalo de 24 horas, efetuou-se a montagem dos
tratamentos em caixas multiuso de polipropileno com dimensées 20 x 40 x 50cm e capacidade
para 10 L, as quais foram adicionados 6 kg de substrato por repeticdo em cada um dos
seguintes tratamentos com doses na ordem de 10** UFC kg™ de ICB NutrisoloTrichoderma:
T1 (1,0); T2 (2,0); T3 (4,0); T4 (8,0); T5 (16,0) e controle T6 (0,0) todos em presenca de
minhocas. Para o0 processo de vermicompostagem as caixas contendo esterco bovino,
minhocas e trichoderma ficaram cobertas com papel pardo. Em cada caixa inoculou-se 48
minhocas adultas e cliteladas da espécie E. andrei. A temperatura foi mantida a 28°C, a
umidade entre 60 e 70% e auséncia de luz durante todo o processo. Foi feito o revolvimento
uniforme do material a cada sete dias para a aeracdo do mesmo e controle de umidade. O
substrato utilizado para a germinacdo de sementes e producdo de mudas de alface constou de
mistura de 50% do vermicomposto proveniente de cada tratamento e 50% de substrato
comercial Plantmax®. Apés homogeneizado o substrato foi colocado em bandejas de
germinacdo compostas por 10 células por unidade experimental. As doses descritas para 0s
tratamentos com ICB Nutrisolo Trichoderma foram aplicadas em duas épocas, sendo 50% aos
sete dias antes do inicio do processo de vermicompostagem e outros 50% aplicadas apds 60

dias, no momento da semeadura.

Indice de Velocidade de Emergéncia (1VE)

Para testar o IVE, o substrato foi colocado em bandejas de germinacdo compostas por
10 células por unidade experimental para cada um dos respectivos tratamentos. Em cada
célula foram semeadas cinco sementes de alface cv. Regina, a uma profundidade de 0,5 cm
totalizando 200 sementes por tratamento. As unidades experimentais foram mantidas em casa
de vegetacdo, em condigdes controladas de temperatura (25°C) e umidade (substrato e
ambiente). Para determinar o IVE, foram registradas diariamente o numero de plantulas
emergidas, com parte aérea formada, até o dia que houve estabilizacdo da emergéncia e este
foi calculado pela férmula proposta por Maguire (1962): IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... En/Nn
Onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia. E1, E2,... En = numero de plantulas
normais computadas na primeira contagem, na segunda contagem e na Ultima contagem. N1,
N2,... Nn = nimero de dias da semeadura da primeira a tltima contagem.

Apo0s a avaliagdo do processo de germinagdo realizou-se um desbaste, deixando uma
planta por célula, totalizando 10 plantas por repeticdo. As variaveis agrondémicas avaliadas,

apos 28 dias de cultivo foram altura, massa fresca e seca da parte aérea, area foliar, area
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superficial e volume de raiz. A altura foi medida com régua milimetrada a partir da superficie
do solo, mantendo-se as folhas unidas na orientacdo vertical. Para as variaveis massa fresca e
massa seca de folhas, bem como para area superficial e volume de raiz, as plantas foram
cortadas na altura do colo, em seguida feito a pesagem da parte aérea e o0 escaneamento das
raizes. As partes aéreas foram acondicionadas em envelopes de papel, devidamente
identificados e levados para estufa de secagem com sistema de ventilagdo forcada, a
temperatura de 65°C. Ap0s atingirem o peso constante foi feito a pesagem novamente para
determinacdo da massa seca. O sistema radicular e a parte aérea foram escaneados e as
imagens obtidas foram analisadas com o auxilio do software WinRHIZO Pro 2013a (Régent
Instrument Inc., 2013), sendo quantificadas as caracteristicas de morfologia radicular e foliar,

area de superficie total (cm?) e volume (cm?®) da raiz e &rea foliar (cm?).

Andlise quimica da parte aérea

Para determinacdo dos nutrientes Ca, Mg, P e K da parte aérea, 0 material ap0s seco
foi moido e submetido a analise segundo metodologia para tecidos vegetais proposta por
Tedesco et al. (1995) .

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado com quatro
repeticGes por tratamento e a analise de variancia ANOVA foi utilizada para comparar as
diferengas nos tratamentos. Todos o0s dados obtidos foram submetidos a analise de regressao

como o auxilio do programa BioEstat 4.0 (Ayres et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados para porcentagem de emergéncia, indice de velocidade de
emergéncia (IVE), altura, e massa fresca e seca da parte area de plantas de alface em substrato
inoculado com doses superiores e crescentes de ICB Nutrisolo Trichoderma (Figura 1A, B, C,
D, E) mostraram uma tendéncia de reducdo nesses parametros em relacdo ao controle. Para
porcentagem (Figura 1A) e indice de velocidade (Figura 1B) de emergéncia nas doses iniciais
1, 2 e 4 (10" UFC mL™) ndo observou-se diminuicdo significativa nos resultados desses
parametros quando comparados ao controle. Os resultados para altura das plantas de alface

aos 28 dias apos a semeadura (Figura 1C), foram inferiores em relacéo ao controle, 0 mesmo



44

ocorrendo para area foliar (Figura 2A) massa fresca (Figura 1D) e seca (Figura 1E) da parte
aérea das plantas, area superficial e volume de raiz (Figura 2B, 2C) em todas as doses.

O efeito de trichoderma na porcentagem de germinacdo de sementes e o IVE parece
ser dependente do isolado, pois diferentes concentracfes de uma variedade de metabo6litos
secundarios produzidos podem estar envolvidas. Por exemplo, o viridiol € uma fitotoxina
produzida por algumas especies de trichoderma (Moffatt et Al., 1969) e tem efeito retardante
na germinacao de sementes em alface (Jones et al., 1988). Em contraste, a forma de um o6leo
que consiste de acidos graxos e glicerol promoveu o crescimento de plantas de trigo por
trichoderma (Ghisalberti et al., 1990). Resultados semelhantes obtidos por Hassan et al.
(2013) foram observados com a utilizagdo de Trichoderma viride, na concentracdo 6x10"
esporos mL™, em presenca de bioestimulante GR24, o qual melhorou significativamente a
germinacdo de sementes de Striga hermonthica (90,3%) em relacdo ao controle (85,4%),
entretanto na dose elevada 2,5x10° esporos mL™, em presenca de GR24, inibiu totalmente a
germinagdo. O mesmo isolado quando utilizado nas concentracdes 6x10* e 1,2x10* esporos
mL™, para as variedades Mallit e El-Fasher de painco, respectivamente, proporcionou 100%
de germinac&o de sementes, e na concentracio elevada 2,5x10° esporos mL™, um decréscimo
da porcentagem germinacao (78,6 e 92,9%, respectivamente), bem como dos indices de vigor.
Ozbay e Newman (2004) demonstraram, através da inoculacdo em substrato de dois isolados
de T. harzianum (T-22 e T-95) na concentracdo 10 esporos mL™ que no teve nenhum efeito
sobre a emergéncia em tomate quando comparado ao controle. Culturas de filtrados de
Trichoderma longibrachiatum e T. viride reduziram significativamente a primeira e a ultima
contagem de germinacao de sementes de cebola (Celar & Valic, 2005).

Estudo realizado por Hajieghrari (2010) teve como objetivo avaliar isolados de
trichoderma na germinagdo de sementes de milho e o vigor de plantulas atraves da anélise de
alguns fatores e observaram que os isolados de trichoderma reduziram a porcentagem de
germinacdo de sementes e diminuiram significativamente o comprimento de raizes em
comparacdo com a forma néo inoculada (controle), concordando com os resultados obtidos
neste trabalho para os pardmetros porcentagem de germinacao, area superficial e volume de
raiz (Figura 1A, 2B, 2C). Nesse mesmo estudo, quando as sementes de milho foram expostas
a suspensdo de esporos de trichoderma (10° a 107esporos mL™), observou-se a inibicdo na
germinacdo das sementes, bem como diminui¢do no desenvolvimento da radicula, parte aérea,
area foliar, peso fresco de raiz e peso de massa fresca quando comparado ao controle. Embora
0s mecanismos pelos quais os isolados de trichoderma possam atuar como promotores de

desenvolvimento de plantas ndo estejam completamente elucidados, existem evidéncias da
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producdo de &cido indolacético (AIA), cujas principais fun¢fes nos vegetais superiores
consistem na regulacdo do crescimento por alongamento de caules jovens (Gravel, 2007).
Algumas espécies de trichoderma podem produzir compostos indutores de auxina que tém
efeito inibidor em concentragdes mais elevadas do agente bioldgico do que as doses 6timas
(Vinale et al., 2008a; Vinale et al., 2008b). De acordo com Bjorkman (2004), as taxas de
crescimento de raizes de milho com alta sensibilidade a AIA podem ser reduzidas com adi¢ao
desse fitohormonio, enquanto que a adicdo de AIA exdgeno nas raizes de milho com baixa
sensibilidade a esse fitohormonio pode resultar em maior taxa de crescimento. Gravel et al.
(2007) observaram-se diferengas na producdo de AIA entre os isolados de trichoderma,
entretanto, outros fatores podem estar envolvidos na promocao ou inibicdo de crescimento
como controle de microrganismos deletérios de raizes e solubilizacdo de nutrientes por
agentes de controle biologico.

Os resultados encontrados neste trabalho (Figuras 1C e D; 2A) reforcam o0s
encontrados por Resende et al. (2004), que trabalhando com sementes de milho inoculadas
com T. harzianum néo obtiveram resultados significativos para altura de plantas e aumento de
massa fresca da parte aérea. Sadykova & Kurakov (2013) utilizaram dose de trichoderma bem
inferior (10° UFC kg™) as utilizadas no presente trabalho em vermicomposto, na cultura de
pepino, e obtiveram aumento da biomassa e do sistema radicular, o que justifica a eficacia da
utilizacdo de doses mais baixas do citado agente promotor de crescimento ndo observada nos
resultados obtidos para todas as doses nos parametros relativos a parte aérea e raiz (Figura 1C,
1D, 1E, 2A, 2B e 2C, respectivamente). Em relacdo a massa fresca e seca, e altura da parte
aérea de tomate, Ozbay & Newman (2004), observaram valores menores que a testemunha
para as plantas cujas sementes tinham sido tratadas com isolados T22 e T95 de T. harzianum,
numa concentrago 10’esporos mL™ .

A andlise quimica da parte aérea das mudas de alface indicou maior porcentagem de P,
K, Ca e Mg em todas as doses estudadas de trichoderma quando comparadas ao controle,
porém observou-se alguma diminui¢do na porcentagem desses nutrientes com o aumento das
doses a partir de 8,0x10™ UFC kg™ de ICB Nutrisolo Trichoderma. Esses resultados est&o de
acordo com os encontrados por Beninni (2005), em trabalho na auséncia de trichoderma, que
detectou os valores para P, K, Ca e Mg iguais a 0,87; 0,23; 1,26 e 2,02%, respectivamente.
Sendo, portanto, os valores para P e K do referido autor, inferiores (1,21% e 0,40%,
respectivamente, Figura 3A, 3B) e o valor para Mg superior (Figura 3B) aos encontrados no

presente trabalho em todas as doses. Entretanto, para o elemento Ca a porcentagem foi
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comparativamente superior até a dose 4,0x10™ UFC kg™de ICB Nutrisolo Trichoderma no
presente trabalho.

O aumento na porcentagem de fosforo observado com a presenca de trichoderma,
concorda com os estudos de Gravel, (2007) que cita a solubilizagdo de fosfato por
trichoderma e consequente disponibilizacdo deste elemento. Prates et al. (2007) testaram a
aplicacdo de trichoderma no substrato, juntamente com a pulverizacdo quinzenal, a qual
promoveu maior concentracdo de K nas folhas de mudas enxertadas de laranja, mas nédo

houve efeito dos tratamentos sobre a concentragéo de P, Ca e Mg.

CONCLUSOES

O uso de doses superiores as doses recomendadas de ICB Nutrisolo Trichoderma, como pode
ser observado pelos resultados obtidos envolvendo o desenvolvimento inicial de plantas de
alface cv. Regina demonstra que todas as doses estudadas influenciam negativamente o
desenvolvimento aéreo e radicular das plantas aos 28 dias da semeadura, no entanto, para 0s
parametros que envolvem a germinagéo de sementes, a influéncia negativa pode ser observada
consistentemente em doses acima de 4,0x10™ UFC kg™ do produto biolégico. A anélise
quimica foliar demonstra que as doses superiores aumentam a porcentagem de todos os

nutrientes analisados.
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Figura 1: Resultados de porcentagem de emergéncia (A), indice de velocidade de emergéncia (B)

altura (C), massa seca (D) e fresca (E) de mudas de alface cultivar Regina cultivadas com
doses crescentes de ICB Nutrisolo Trichoderma.
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Figura 2: Resultados de area foliar (A), area superficial (B) e volume de raiz(C) de alface cultivar
Regina cultivadas com doses crescentes de ICB Nutrisolo Trichoderma.
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Figura 3. Teores de fosforo e potassio (A), calcio e magnésio (B) em folhas de alface cultivar Regina
cultivadas com doses crescentes de ICB Nutrisolo Trichoderma.
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CONSIDERACOES FINAIS

Doses superiores as recomendadas do produto bioldgico comercial ICB Nutrisolo
Trichoderma, que tem como principio ativo uma mistura de oito isolados das espécies T.
koningiopsis, T. asperellum e T. harzianum, interferiram negativamente na multiplicacédo e
desenvolvimento de E. Andrei. O mesmo ocorreu com a germinacdo de sementes e 0
desenvolvimento inicial de plantas de alface cv. Regina aos 28 dias da semeadura.

Observou-se que ndo houve interferéncia do produto bioldgico em doses abaixo ou
iguais a 1,0x10** UFC Kg* quanto & alteracdo no nimero de minhocas adultas e nimero de
casulos de E. andrei em vermicompostagem. Houve decréscimo no nimero de minhocas a
partir da dose 4,0x10* UFC Kg™ de ICB.

O indice de multiplicacdo de E. andrei foi inferior em todos os tratamentos com o
produto biolégico. Doses acima de 2,0x10'* UFC Kg™* diminuiram o peso seco total das
minhocas.

O pH do vermicomposto foi superior nos tratamentos com ICB e houve aumento na
percentagem de P, K e Mg nos tratamentos em presenca de minhocas.

A relacdo C/N em todos os tratamentos indicou maturidade do vermicomposto dentro
de resultados aceitaveis para compostos organicos.

A germinagdo de sementes de alface cv. Regina foi influenciada negativamente
quando em doses superiores a 4,0x10" UFC Kg™ do produto biolégico.

Os resultados para a analise quimica foliar demonstrou que as doses superiores do

bioproduto aumentaram a porcentagem de todos os nutrientes analisados.



