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RESUMO

ALCANTARA, lvan. Associacdo de sementes pré-germinadas de alface (Lactuca sativa
L.) com Trichoderma spp. 2014. 49p Dissertacdo (Mestrado Profissional em Agricultura
Orgéanica). Instituto de Agronomia, Programa de Pds-graduacdo em Agricultura Organica,
Universidade federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Controle de Qualidade de Sementes, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Laboratorio de Diagndstico
Molecular e Micologia, da Embrapa Agroindustria de Alimentos e no Colégio Técnico da
UFRRJ (CTUR). Os fungos associados a sementes podem causar um impacto negativo e
positivo. No primeiro caso ha uma relacédo de fitopatogenicidade onde o hospedeiro, no caso a
semente, quando colonizado pelo patdgeno (Rhizoctonia solani) pode reduzir a sua
germinacdo e o vigor e o desenvolvimento inicial da plantula. No segundo caso, esta
associacao pode ser benéfica, principalmente nas fases iniciais de germinagdo e emergéncia
de plantulas, onde fungos antagdnicos como Trichoderma, tem o papel de protecdo da
semente e da plantula do ataque por fitopatdgenos do solo. Em tecnologia de sementes, 0
condicionamento fisiolégico das sementes aumenta o vigor e a uniformidade de germinacgéo
de sementes. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do controle biolégico de
R. solani por Trichoderma spp, em casa-de-vegetacdo na fase de producdo de mudas de
alface. Este fitopatogeno foi aplicado ao substrato solarizado, previamente inoculado ou néo
com trés formulados comerciais a base de Trichoderma, nomeadamente Trichoderma
asperellum (A), Trichoderma spp. (B) e a mistura de T. harzianum, T. viride e T. koningii (C).
Neste trabalho foram utilizadas sementes condicionadas e ndo condicionadas de alface
organica cultivar “Grand Rapids”. Os resultados mostraram que apds 28 dias da semeadura da
alface, os formulados A e B mostraram maior eficiéncia no controle de R. solani causador de
damping off em mudas de alface. N& houve diferenca significativa entre sementes
condicionadas e ndo condicionadas. Nessa perspectiva, aplicacdo do controle bioldgico por
estes formulados no solo é uma alternativa viavel, eficiente e ndo impactante ao meio
ambiente.

Palavras-chave: Trichoderma, controle bioldgico, damping off.



ABSTRACT

ALCANTARA, lvan. Association of pre-germinated lettuce (Lactuca sativa L.) seeds with
Trichoderma spp. 2014. 49p. Dissertation (Organic Agriculture Graduate Course). Institute of
Agronomy, Organic Agriculture Graduate Program at Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

This work was performed at Seed Quality Control Laboratory at Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Molecular Diagnostics and Mycology Laboratory at EMBRAPA Food
Technology and Rural Technician School (CTUR). Fungi associated with seeds have a
negative and positive impact. In the first case there is a plant pathogenicity relationship where
seeds can lose their ability to germinate in soils infected with Rhizoctonia solani. In the
second one the beneficial association can be obtained, especially in the earlier germination
stages and seedling emergence, where an antagonistic fungus such as Trichoderma protects
the seed from soil pathogens attack. The aim of this work was to evaluate the biological
control of R. solani by Trichoderma spp in lettuce seedlings in greenhouse. The R. solani was
applied inside previously solarized substrate with three commercial Trichoderma
formulations, namely Trichoderma asperellum (A), Trichoderma spp (B) and a mix of
T. harzianum, T. viride e T. koningii (C). In this work lettuce organic seeds cultivar 'Grand
Rapid' primed or not were used. Results showed that after 28 days from sowing the
formulated A and B presented greater efficiency in controlling R. solani. There was no
significant difference between conditioned seeds or not. In this way the perspective of use
those formulated products for biological control are viable, presenting efficacy and
environmentally safety in R. solani control.

Keywords: Trichoderma, biological control, damping-off
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1. INTRODUCAO

A atual perspectiva para agricultura organica é de crescimento em ritmo mais
acelerado e estima-se que exista cerca de 18 milhdes de hectares plantados em mais de 135
paises, onde aproximadamente 24% estdo os paises latinos. Nessa perspectiva, o Brasil ja se
mostra como um dos grandes produtores e consumidores de produtos de origem organica, 0
que fortalece cada vez mais a agricultura familiar em pequenas propriedades rurais. A
agricultura organica permite promover melhorias na qualidade de vida e envolve a proibicao
do uso de agrotdxicos, adubos quimicos ou substancias sintéticas que possam contaminar o
meio ambiente. Ao mesmo tempo, o0 uso responsavel do solo, da &gua, do ar e dos demais
recursos naturais preservando o respeito com as relagdes sociais e culturais completa os
requisitos basicos da Agroecologia.

A alface € a hortalica mais consumida pela populacdo brasileira e tem sido cada vez
mais produzida na agricultura organica. Entretanto, uma das fases de cultivo desta hortaliga,
gue necessita de ajustes € o manejo das sementes e mudas. A boa qualidade fisioldgica e
sanitaria das sementes tem um papel importante na producdo de mudas sadias e vigorosas. As
sementes estdo entre as principais fontes de contaminacdo e de disseminacdo de doencas.
Mesmo em niveis baixos, essas sementes causam danos representativos na cultura,
ocasionando perdas de boa parte da producdo. (MENTEN, 2006) No caso da agricultura
orgénica, por ndo permitir o uso de defensivos quimicos protetores, o controle de doencgas
levadas pelas sementes e presentes no solo é ainda mais dificil, exigindo maior atencdo na
semeadura e na origem das sementes, pois estas podem trazer indculos patogénicos para o
solo. Portanto, a realizacdo de pesquisas nesta area reveste-se de importancia, uma vez que as
sementes sdo indispensaveis no inicio do cultivo de producdo de alface e as mesmas estdo
sujeitas a falhas de germinacdo e ao ataque de fungos fitopatogénicos antes e apos a
germinacdo. Uma vez que as sementes podem ser utilizadas como veiculos carreadores de
microrganismos benéficos como Trichoderma spp. e podem ser previamente embebidas e
condicionadas fisiologicamente antes da semeadura, justifica-se a investigacdo da associacdo
desta técnica ao uso de microrganismos antagonistas, que por hip6tese deverdo contribuir para
melhorar o desempenho na germinacdo e desenvolvimento das plantas uma vez que
Trichodermas também atuam como promotores de crescimento. A execucédo deste trabalho foi
possivel com o apoio da UFRRJ, PESAGRO-Rio e Embrapa Agrobiologia e Embrapa-
Agroindustria de Alimentos, por meio da participacdo de professores, pesquisadores técnicos
e do estudante de mestrado e da infraestrutura destas instituicdes, direcionadas para a geracao
de conhecimentos técnicos e sociais aplicadas na agricultura orgéanica e autossustentavel,
atendendo a legislacdo vigente e gerando conhecimentos técnicos que poderdo ser utilizados
principalmente para a agricultura familiar e orgénica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.  Agricultura Organica

O termo agricultura orgénica faz parte do conceito mais abrangente de agricultura
alternativa, o qual envolve outras correntes como: agricultura natural, agricultura
biodindmica, agricultura bioldgica, agricultura ecoldgica e permacultura. Todas essas
correntes buscam promover qualidade de vida com protecdo ao meio ambiente sem 0 uso de
agrotoxicos, adubos quimicos ou substancias sintéticas que modificam o meio ambiente
através do uso responsavel do solo, da 4gua, do ar e dos demais recursos naturais, respeitando
as relacBes sociais e culturais. Através principalmente de processos de reciclagem dos
recursos naturais presentes na propriedade agricola, transformacao de residuos vegetais em
hdmus no solo, uso de biofertilizantes, rotacdo e consorciacdo de culturas, adubacdo verde e o
controle bioldgico de pragas e fitopatdgenos, Santos et al (2013).

2.2. Importancia da alface

A alface é uma hortalica popular, e juntamente com o tomate, é a hortalica preferida
para o preparo de saladas, devido ao seu sabor agradavel, refrescante e de facil preparo. Os
centros de origem desta hortalica sdo a Europa e a Asia, sendo cultivada em varias partes do
mundo Ohse et al (2001).

No Brasil, o cultivo da alface ¢ realizado durante o0 ano todo em diferentes regides,
porém a escolha da melhor variedade dependerd, no entanto do periodo a ser plantada e da
regido, assim como das condic@es climaticas.

O valor energético da alface € baixo e 0 seu contelldo em agua representa 96% do seu
peso conforme Anexo 1. Ela constitui uma importante fonte de vitaminas, especialmente
vitamina A de sais minerais, principalmente célcio, fosforo e ferro, sendo que este Gltimo
desempenha um importante papel no transporte de oxigénio no organismo, Silva et al (2006).

2.2.1. Caracteristicas botanicas

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteracea, e a estrutura usada como
semente € um fruto simples seco indeiscente, chamado aquénio, que contém uma semente
aderida no pericarpo num Unico ponto na regido do funiculo Maggi (2006). Os aquénios da
alface se apresentam pontiagudos, de formato oval, eliptico ou espatulado com estrias
longitudinais na superficie e comprimento varidvel de dois a cinco milimetros. Dependendo
do cultivo e do ano de producdo, 0 nimero de sementes pode variar assim como sua cor € 0
vigor, (VILLELA et al 2010).

2.3. Manejo conservatério de doengas em cultivos organicos

Em uma abordagem mais ampla, podemos afirmar que diversas formas de conservagéo
podem ser empregadas na agricultura organica visando o bom desempenho ao combate de
pragas e doencas causadas por insetos e fitopatdgenos, entretanto algumas se mostram mais
eficazes como o uso de alguns microrganismos para controle bioldgicos usados com bastante
eficAcia pode citar o uso de Trichoderma, além do uso de palhadas, plantas com poder
alelopatico, o plantio em épocas adequadas, o uso de coberturas mortas. O importante ¢ levar
em consideracdo principalmente o principio da prevencdo e a capacidade técnica de
entendimento e as condigdes socio econdmicas do agricultor. Como exemplos temos o
Baculovirus anticarsia, que apds ser ingerido pelas lagartas, faz com que estas parem de se
alimentar em cerca de 4 a 7 dias e morram entre 7 e 10 dias (MOSCARDI, 1998). Bacillus
thuringiensis para controle de Plutella xylostella e Ascia monuste orseis em cruciferas, o
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controle de tragca com Trichogramma pretiosum em tomateiro, Trichoderma spp em
tombamento em alface.

2.4.  Género Rhizoctonia

O género Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez pelo micologista francés De
Candolle, em 1815, como sendo um fungo ndo esporulante que coloniza, preferencialmente,
raizes e que produz filamentos de hifas a partir de esclerddios (TENORIO, 2011). Este fungo
é classificado como fungo mitospdrico, pertencente a classe Agonomycetes, a ordem
Agonomycetales e a familia Agonomicetaceae (CASTRO 2007). Os isolados multinucleados
apresentam células com mais de trés ndcleos e hifas com cerca de 6-10 m de didmetro. Neste
grupo enquadram-se as especies como R. solani Kihn, Thanatephorus spp., R. oryza e R.
zeae Voorhees, que apresentam ambos o teleomorfo Waitea circinata Warcup & Talbot. O
micélio é caracterizado pela ramificacdo em angulo reto com septacdo imediatamente e apds o
ramo, constricdo na base da ramificacdo e septo doliporo. Ja na sua fase sexuada este fungo é
classificado como Telemorfo de R. solani, classificado no reino Fungi, filo Basidiomycota,
ordem Ceratobasidiales e familia Ceratobasidiaceae (NAKATANI, 2006). As espécies
pertencentes a este género distinguindo-se em binucleadas ou multinucleadas sao classificadas
em grupos de anastomoses com base na frequéncia de fusdo das hifas. A classificacdo em
grupos de anastomose se relaciona a diversidade genética e a certa especializacdo com relacao
a patogenicidade a diferentes espécies vegetais, que é importante para o desenvolvimento de
estratégias de controle (OGOSHI, 1987). Conforme Dias et al (2007), a patogénese se da apds
a penetracdo dos tecidos em funcdo da producdo de enzimas pectinoliticas, &cido oxalico e
toxinas.

A R. solani sobrevive saprofiticamente no solo, infectando plantas nativas, ou em
estado de dorméncia, como micélio e estruturas especializadas de resisténcia chamadas
esclerddios. Esses propagulos sdo detectados no solo com relativa facilidade, no entanto é
dificil sua quantificacdo. Geralmente, encontram-se nas camadas superficiais do perfil do
solo, principalmente nos primeiros 10 cm, devido a dependéncia de oxigénio (CASTRO,
2007; apud CARDOSO, 1994). Os sintomas apresentados pela espécie de R. solani variam
extensamente e sdo confundidos facilmente com os sintomas de outras doencas produzidas
por outros patdgenos a exemplo da Sclerotinia sclerotiorum. Um fitopatégeno habitantes do
solo, causador de podriddo do caule na planta, apresentando, como sintoma reflexo,
amarelecimento e seca na parte externa das folhas (CHARCHAR et al., 1999).

2.4.1. Doencas causadas por R. solani no cultivo de alface.

Os patdgenos do solo sdo os principais causadores de perda de qualidade das mudas,
sendo responsaveis pelo tombamento, ou damping off, que causam danos na fase inicial de
plantulas, atacando o hipocétilo, sementes e raizes, promovendo o0 escurecimento e
amolecimento do talo da planta, muitas vezes resultando em constricdo dos tecidos,
ocasionando o tombamento (LOPES et al, 2005). A R. solani causa doencas em diferentes
plantas cultivadas, entre elas a alface, onde diferem quanto a patogenicidade, aos hospedeiros
(BOTELHO et al., 2011).

Segundo Bedendo, damping-off € um grupo de doenca que incide em tecidos vegetais
jovens, em sementes recém semeadas que apodrecem, devido & acdo de patdgenos presentes
no solo ou veiculados na semente, ocorrendo antes da germinacdo e ap0s a hidratacdo da
semente, reduzindo a populagéo inicial de plantas no viveiro de mudas ou no campo, sendo
popularmente chamado de tombamento onde os principais causadores sdo fitopatogénicos,
como, R. solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp. e Pythium spp..
Os principais sintomas de tombamento sdo observados na regido do colo nas plantulas, rente
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ao solo, com o aparecimento de manchas encharcadas que com o tempo véo evoluindo para
lesGes profundas, culminando com a constricdo do caule, que por estar enfraquecido, tende a
tombar. Dentre estes, a R. solani € um dos fitopatdgenos que causam 0s maiores prejuizos a
agricultura, danificando indiscriminadamente varias espécies de plantas cultivadas (DIAS
2011).

2.4.2. Métodos de manejo do tombamento de mudas

O controle do tombamento de mudas deve ser iniciado antes do plantio através de
sementes de boa qualidade, que para a agricultura organica pode ser considerado ponto critico
uma vez que o uso de agrotdxicos de protecdo das sementes ndo é permitido. Para a producéo
de mudas em bandejas, deve se usar preferencialmente substrato comercial esterilizado ou
solarizado. Para se prevenir contaminagdes das mudas a partir de bandejas previamente
usadas, recomenda-se a imersdo dessas bandejas em uma solucdo contendo Trichoderma uma
vez que o0 uso de produtos quimicos para desinfestacdo podem néo ser aceitos para agricultura
organica.

A semeadura deve ser feita na profundidade adequada para cada espécie de hortalica,
pois sementes semeadas muito profundamente estdo mais sujeitas ao apodrecimento antes da
emergéncia. E importante que as bandejas ja semeadas sejam colocadas sobre uma bancada
feita de bambu que facilmente se encontra em propriedades rurais ou estrado de arame grosso
para que seu fundo fique livre, facilitando o escorrimento do excesso de agua de irrigacéo.

2.5. Substrato solarizado

A técnica de solarizacdo foi primeiramente desenvolvida em Israel nos anos 70 para a
desinfestacdo de solos e substratos antes do plantio, onde o solo Umido é recoberto com uma
cobertura plastica, normalmente de policloreto de vinila, permitindo que a temperatura seja
aumentada durante o periodo do ano de maior radiagdo solar, reduzindo significativamente a
populacdo de patdgenos do solo (BARROS et al 2004; apud KATAN et al., 1976). Apo0s esta
descoberta, substratos solarizados vém sendo largamente utilizados na producdo de viveiros
abertos e em casa de vegetacdo, pois ttm se mostrado como uma alternativa viavel aos
métodos quimicos para desinfestacdo do solo no controle de fitopatdgenos e plantas
espontaneas. E uma técnica que tem sido muito bem explorada especialmente para o cultivo
de hortalicas e plantas ornamentais. Os microrganismos saprofitas do solo, entre eles
inimeros antagonistas como o Trichoderma, sdo mais tolerantes a temperaturas elevadas que
chegam atingir 70°C durante o processo de solariza¢do aumentando desta forma a acdo desses
microrganismos sobre os fitopatogenos (GHINI et al., 2003; apud LIFSHITZ et al 1983). O
efeito da solarizacdo no solo é similar ao efeito estufa, propicia um aumento considerado de
temperatura levando a inativacdo de fitopatdgenos causadores de doencas em plantas (CRUZ
et al 2013).

De acordo com Ghini et al., (2003) os efeitos da solarizacdo do solo promovem a
melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, além de atuar na reducdo da
atividade microbiana do solo pela solarizacao, onde foi demonstrado que a solarizacdo do solo
induziu a supressividade a Fusarium oxysporum f. sp. Phaseaoli. Diferentes estudos
realizados no Brasil demonstram que a solarizagdo tem se mostrado eficiente para o controle
de varios fungos fitopatogénicos veiculados pelo solo, tais como Pythium sp., Sclerotium sp,
Sclerotium cepivorum Berk, Verticillium dahliae Kleb, Sclerotinia minor Jagger e R. solani
Kihn, nas culturas de crisantemo (Chrysanthemum spp), alho (Allium sativum L.), berinjela
(Solanum melongena L), feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e alface (Lactuca sativaL.),
respectivamente, Patricio et al. (2007). De acordo com Bettiol et al. (1994) a solarizacdo
promoveu um aumento de temperatura do solo, a 10 cm de profundidade, em torno de 10 °C,
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enquanto que a 20 cm, o aumento foi de aproximadamente 5°C, sendo possiveis essas
temperaturas sub-letais causar danos a estruturas dos patdgenos tornando-as mais sensiveis
aos ataques de fungos antagonistas, além de controlar a populacao de plantas invasoras. Além
do controle de fungos fitopatogénicos o uso desse método tem se mostrado eficiente no
controle de fitonematdides por efeitos diretos, causados pelas altas temperaturas, e indiretos,
favorecendo o controle bioldgico e, consequentemente, a supressividade do solo (SOUZA,
2004).

2.6. Utilizacao de agentes de biocontrole em sementes

O termo microbiolizacdo foi sugerido para incluir a aplicacdo de fungos e bactérias a
semente ou a outra estrutura de plantas (LUZ, 1993). A microbiolizacdo é um método de
tratamento de sementes utilizado para introduzir um agente de biocontrole de grande potencial
no sistema solo-vegetal (CHAO et al. 1986). Portanto cada vez mais produtos biol6gicos
estdo sendo utilizados com graus de eficiéncia elevados (MATRIN et al., 2007). Esses
formulados quando aplicados a sementes, multiplicam-se no solo colonizando a espermosfera
e a rizosfera. Tais formulados sdo capazes de produzirem enzimas, que degradam a parede
celular de fitopatdgenos (RUBIO, 2012; NARCISO, 2010; VAZ, (2010); MARTELLETO,
2005). Dentre os sistemas de microbiolizacéo utilizados destaca-se a peletizacéo.

A peletizacdo é um tratamento feito na semente, que possibilita uma cobertura sélida e
seca de material inerte, cuja funcdo é melhoraro comportamento fisioldgico da semente. Entre
eles varios agentes de biocontrole de doencas incluem pos-molhaveis, pellets de alginato,
grdos de amido, além de diversos substratos em que os agentes de biocontrole sdo crescidos
antes de serem adicionados ao campo como farelo de trigo, sabugo de milho triturado, arroz
quebrado, aveia, graos de sorgo e de cevada, casca de arroz, pé de casca de coco entre outros
residuos da agroindustria (OLIVEIRA et al., 2001; da SILVA e NAKAGAWA 1998).

2.6.1 Trichodermas

Trichoderma sdo considerados fungo mitosporico, pertencentes a subdivisao
Deuteromicotina, Trichoderma é um género de fungo que apresenta em sua estrutura esporos
e clamidosporos, e é usada como agentes de controle bioldgico, devido a sua capacidade de
suprimir doencas causadas por fungos patogénicos. Sua fisiologia produz antibi6ticos,
enzimas hidroliticas e sdo capazes de interagirem com as plantas induzindo-as a resisténcia a
estresses bidticos e abidticos, bem como promover o crescimento das plantas através da
producdo de fitorménios e aumento da disponibilidade de nutrientes pela fixacdo de
nitrogénio ou solubilizagdo de fésforo (RUBIO et al, 2012).

Vaérias espécies de Trichoderma spp, tém sido usadas para controlar o tombamento de
plantulas e podriddes radiculares por R. solani em varias espéecies vegetais como no caso da
alface (LUCON, 2009). Os Trichodermas sdo considerados saprofitas potentes e eficientes
por atuarem como antagonistas de alguns fitopatogenos de importancia econémica, e tambem
por promoverem o crescimento de plantas (BISSET, 1991), e possuirem muitas espécies que
sdo geneticamente distintas. O crescimento rapido desse fungo em culturas, a producao de um
micelio aéreo esparso com pustulas conidiogénicas brancas ou verdes, o tipo de ramificagdo
dos conidioforos e 0 modo de disposicdo das fialides sdo caracteristicas utilizadas para
distinguir as espécies desse género, que promovem 0 crescimento, o desenvolvimento e
aumento da produtividade das plantas, além de contribuir com o enriquecimento do solo
(BRAUMA, 2011; BISSET, 1991).

Outra importante caracteristica dos Trichodermas é sua capacidade de reproducgéo in
vitro, possibilitando e facilitando seu estudo e o desenvolvimento de novas tecnologias, ja que

17



sua facilidade em colonizar a rizosfera permite melhor desempenho funcional da planta
possibilitando maior disponibilidade e aproveitamento de nutrientes (AGUIAR, 2013).

Guimardes (2008) ressalta que quando ocorrem atividades de bioprospeccdo de
agentes microbianos com potencial antagbnico a um determinado fitopatdgeno, 0s
mecanismos de antagonismos mais importantes séo o parasitismo, a antibiose e a competicdo.
Neste contexto, Silva et al., (2008) evidenciam o0 uso e o0 potencial do antagonismo
por Trichoderma spp. Estes fungos possuem a capacidade de: i) produzir antibioticos, como a
gliotoxina, a viridina, a trichodermina, a suzucacilina, a alameticina e a dermadina; ii) inibir o
desenvolvimento de outros fungos por competicdo e iii) produzir enzimas, como celulase e
hemicelulase, as quais degradam materiais lignoceluloliticos e causam lise na parede de
células de diversos fungos patogénicos.

Para o estabelecimento de condicdes que favorecam a estabilidade de Trichoderma
spp. em formulacBes comerciais e no campo. Narciso (2010) estudou fatores como idade do
esporo e concentracdo do inoculo, em funcdo do tipo de solo do pH, da temperatura, da
umidade, da técnica de incorporacdo dos esporos junto as sementes e do vigor das sementes.

Conforme Brito (2009), fungos Trichoderma spp. também cumprem uma funcéo
especifica na regeneracdo natural da planta, atuando no sentido de preservar a sanidade das
sementes durante sua vida no solo, e constituindo uma relacdo de mutualismo. O uso de
Trichoderma também foi descrito por Lynck (1992) como agente bioldgico na agricultura,
estimulando o crescimento de plantas, visto que proporcionou aumento de 54 a 100% na
producdo de alface, quando incorporado ao composto utilizado na adubacdo. Harman (2006)
relatou que em plantas jovens de milho, os pélos radiculares sdo colonizados por hifas de T.
harzianum que se estabelecem nas raizes, crescendo junto com o sistema radicular e
permanecendo funcional durante todo o ciclo da cultura anual.

Dentre os diversos microrganismos patdgenos de solo que sdo sensiveis ao
Trichoderma estdo R. solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp. e
Pythium spp. (MELO, 1998). Para Sudo-Martelleto (2005), o uso do Trichoderma spp na
agricultura é uma alternativa vidvel e sustentavel, desde que ocorra 0 manejo adequado da
cultura e do solo, no sistemas agroecoldgicos e de producdo organica. pois restabelece o
equilibrio microbiano do ambiente e a diversidade bioldgica, preenchendo varios requisitos
ndo atendidos pelos agroquimicos.

Estdo disponiveis no mercado diversos bioprodutos a base de Trichoderma spp, para
diversos microrganismos que atacam plantas, entre eles a R. solani. Os mecanismos de
antagonismo sdo parasitismo, antibiose e competicdo, atuando na promoc¢do direta de
crescimento das plantas e na restauragdo da comunidade microbiana e na reestruturacdo de
solos desabilitados por préaticas agricolas intensivas.

Esses antagonistas liberam metabdlitos secundarios, que estimulam o crescimento das
plantas. A concentragdo de 5x10°8 esporos deve ser diluida em agua e aplicada nas areas para
controle prévio ou mesmo em &reas infestadas. Entre as formulagdes encontradas no mercado
incluem: pdé-molhaveis; granulos dispersiveis; suspensdo concentrada; 6leo emulsionavel;
grédos colonizados e esporos secos. Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum,
Trichoderma stromaticum e Trichoderma viride sdo as principais espécies do género de
biocontrole comercializadas. Porém, alguns produtos ndo ha identificacdo das espécies,
(BETTIOL, 2009). Lewis & Lumsden (2001) observaram que o controle do tombamento de
plantulas de pepino, causado por R. solani variou de acordo com a dose empregada dos
antagonistas, e que a maior percentagem de reducdo no tombamento de plantas de pepino foi
obtida com a aplicacdo de 0,5 e 1% (v:v). Fravel & Lewis (2004) observaram a reducdo da
sobrevivéncia e da atividade saprofitica de R. solani, quando isolados de T. hamatum e T.
virens foram incorporados em doses superiores a 1,5% (v:v). Segundo Hyakumachi (1996), o
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declinio na viabilidade de R. solani encontra-se associado as mudancas quantitativas e
qualitativas nos propégulos do patdgeno. Qualitativamente, pela perda da patogenicidade ou
da habilidade de produzir propagulos viaveis e, quantitativamente, pela reducdo direta dos
niveis da populacéo do patdgeno, causado por mecanismos de antibiose e parasitismo.

A inoculacdo do Trichoderma pode ser feita de diferentes formas; misturando antes do
plantio ao substrato, incorporando-o ao solo quando o plantio for em canteiros, pulverizando
ou atraves de rega durante o preparo da area a ser plantada, pode ainda ser feita a tarde ou
pela manhd dependendo do grau de umidade relativa do ar, ja em cultivo protegido os
cuidados sdao menores, pois a incidéncia de raios solares € menor, Pomella & Ribeiro (2009).

Hoje no mercado mundial existem aproximadamente 135 produtos para controle
biolégico de diferentes fitopatdgenos. Entre esses produtos estdo as formulacdes a base de
Trichoderma spp., T. harzianum, T. polysporum, T. viride, T. virens, T asperellum, T.
atriviride, T. Koningii, T. viridae, T. lignorum, T. atroviride, T. parceanamosum, T.
stromaticum, conforme citado por Bettiol (2012).

No Brasil, a falta de bioformulados a base de Trichoderma, regularizados pelo MAPA,
tem dificultado sua utilizacdo na agricultura, j& que, as empresas fabricantes sdo submetidas
aos mesmos critérios que regulamentam o registro de agrotdxicos, tratando-se de um processo
oneroso e realizado em um longo periodo de tempo (MELO E COSTA, 2005).

De acordo com Machado et al (2012) em 2007, no Brasil, cerca de 550 toneladas de
produtos a base de Trichoderma foram utilizadas, equivalendo a uma érea tratada de 600.000
ha de lavoura. Essa informacdo reforca a importancia do aumento de pesquisas sobre essa
tematica. Destaca-se que mesmo o Trichoderma ndo estando regulamentado definitivamente
na legislacdo, sua eficiéncia deve ser considerada. Segundo Lopes (2009), quase ndo héa
produto a base de Trichoderma spp. esta registrado no Brasil para o controle de Fusarium
solani e R. solani na cultura do feijdo, mas existe no mercado um grande nimero de produtos
que ndo possuem registro junto ao MAPA, porém sdo utilizados no tratamento de substrato e
de sementes e pulverizacdo na parte aérea das plantas. Os produtos sdo encontrados nas
formulagbes como p6 molhavel (PM), granulos dispersiveis em agua (WG) e liquidas
(esporos em suspensdo oleosa e aquosa) (Pomella e Ribeiro, 2009). Trichoderma
asperellum, T. harzianum, T. stromaticum e T. viride sdo as principais espécies do agente de
biocontrole comercializadas, entretanto, em alguns produtos comercializados ndo ha
identificacdo das espécies (MORANDI e BETTIOL, 2009).”

E importante observar nesses casos onde s&o utilizados produtos formulados a base de
produtos bioldgicos a Lei n° 7.802 de 11 de julho de 1989 que dispde sobre outros a utiliza¢do
e descarte final desse tipo de produto.

2.7.  Técnicas de hidratacédo controlada e condicionamento fisiolégico em sementes
Tratando-se de condicionamento fisiologico, a temperatura, tem grande influéncia na
germinacdo de sementes de alface. A temperatura 6tima esta em torno de 20°C, a maioria das
cultivares ndo germina em temperaturas superiores a 30°C, Nascimento e Pereira, (2007).
Quando condigdes de altas temperaturas ocorrem durante a embebicdo das sementes de alface,
dois diferentes fendmenos podem ser observados, a termoinibi¢cdo, que é um processo
reversivel, uma vez que a germinacdo ocorre quando a temperatura reduz para um nivel
adequado e a termodorméncia, onde as sementes ndo germinardo ap0s a reducdo da
temperatura, também chamada de dorméncia secundaria, (NASCIMENTO e CANTLIFFE,
2002 apud KHAN, 1980/81). Neste caso, a germinacao ocorrera se as sementes forem tratadas
com reguladores de crescimento ou submetidas ao condicionamento osmotico “seed priming".
Segundo Alencar et al. (2012) (Apud NASCIMENTO, 1988), a técnica de priming apresenta
diversos fatores que podem determinar o seu sucesso, entre eles, o tipo de condicionamento
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osmotico, o potencial osmotico, a temperatura, a profundidade da imersdo da semente, da
aeracdo, da iluminacdo, da lavagem e da secagem de sementes.

O condicionamento osmotico possibilita o desdobramento de reservas da semente e a
sintese de metabdlitos necessarios a germinagdo, permitindo que ocorra uma germinagdo mais
rapida. Nestas condi¢cbes hd uma diminuicdo de seu tempo de exposicdo as condigdes
desfavoraveis, tais como ataques por microrganismos e deficiéncia hidrica, possibilitando a
germinacdo de sementes e o desenvolvimento inicial de plantulas, (PATANE et al., (2009).
OLIVEIRA et al. (2007), MARCOS FILHO (2005), HOLBIG (2011)) postula que além do
condicionamento osmotico, o desempenho da semente pode ser maximizado através de
tratamentos fisicos, quimicos, fisiologicos, cobertura e peletizagdo da semente.

2.7.1. Hidratagéo controlada por meio de matricondicionamento

Diversos tipos de tratamento pré-semeadura tém sido sugeridos para beneficiar a
germinacdo e a emergéncia de plantulas com reducdo no periodo de tempo. Dentre eles, 0
condicionamento fisioldgico que envolve a absorcdo de agua pela semente, sob condicdes
controladas, incentivando o metabolismo das sementes durante as fases | e 11 da embebicéo,
mas impedindo a protusdo da raiz primaria (SANTOS 2008).

O condicionamento de sementes é uma técnica de pré-germinacao que consiste em um
conjunto de tratamentos de hidratacdo que ocorre antes da semeadura, destinado a melhorar a
qualidade de sementes e plantulas produzidas, com procedimentos para favorecer a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas, ativando os mecanismos metabolicos
necessarios para a germinacdo, até 0 momento anterior a protrusdo da radicola (MARCOS
FILHO E KIKUTI, 2008). Para que o condicionamento da semente seja otimizado torna-se
necessario determinar a marcha de absorcdo de agua, pois é conhecido que a tolerancia das
sementes a desidratacdo decresce a medida que progride a embebicdo, sendo severamente
inibida ou perdida a partir da protrusdo da raiz primaria (MARCOS FILHO, 2005). Desta
forma, o conhecimento da ativacdo metabolica adequada determinada através de uma curva de
embebicdo é fundamental para definicdo do momento de paralisa¢do do fornecimento de agua
para a semente. A partir dai pode-se proceder a secagem das sementes até as mesmas obterem
a massa inicial (MARCOS FILHO, 2005). O condicionamento fisioldgico das sementes, por
meio de técnicas de pré-hidratacdo ou condicionamento osmédtico, seguido pela secagem,
possibilita uma uniformizacdo da germinacdo. Dependendo do procedimento de hidratacdo da
semente adotado o tratamento pode ser denominado como: condicionamento hidrico
(hidrocondicionamento), condicionamento osmotico (osmocondicionamento),
condicionamento matrico (matricondicionamento) ou, ainda, priming (SILVA, 2013). As
técnicas de hidratagdo que apresentam uma melhor eficiéncia sdo as de hidrocondicionamento
e de condicionamento osmotico, embora existam, tambem, outras técnicas como o
matricondicionamento (que envolve o uso de materiais como argila, vermiculita, areia e
turfa), a exposicdo das sementes a atmosfera Umida e a pré-germinacdo (HOLBIG, 2011, apud
CASEIRO, 2003).

A imersdo das sementes em agua tem sido menos utilizada para o condicionamento
fisiologico porque a embebigdo muito rapida favorece a ocorréncia de injdrias nas sementes,
ao mesmo tempo, ocorrendo uma distribuicdo desuniforme da agua durante a hidratacdo e a
severa restricdo a aeracao dificulta a obtencdo de resultados favordveis (RODRIGUES et al.,
2012). A diminuicdo de absorcdo de agua pelas sementes age na diminuicdo da velocidade
dos processos fisioldgicos e bioquimicos da germinacdo afetando a formacéo de plantulas em
seu crescimento e um menor acimulo de matéria seca (LARRE et al., 2011; apud SILVA et
al., 2007). Segundo Marcos Filho (2005) o condicionamento matrico € um processo em que as
sementes sdo misturadas com um material solido e agua, em proporc¢des planejadas. Caldeira
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(2013) relaciona as caracteristicas desejaveis nos materiais destinados ao
matricondicionamento que sdo o baixo potencial matrico e potencial osmético negligivel, alta
capacidade de retencdo de agua, ser insoltvel em agua e apresentar estabilidade fisica durante
o condicionamento, ser quimicamente inerte e ndo toxico a& semente, apresentar ampla
superficie de exposicdo, apresentar facilidade de manejo e facilidade de separacdo ou remocao
das sementes ap0Os o tratamento. Nesse caso, podemos citar a vermiculita, a areia e outros
produtos, como silicato de célcio sintético, celite (MARCOS FILHO, 2005). Podem também
ser utilizados diferentes tipos de papel, como a toalha, chup&o ou de filtro, sendo nesses casos,
é comum a fixacdo do volume de agua e da quantidade de sementes, variando o numero de
folhas de papel, que podem ser detectado através de uma curva de embebicgdo, respeitando a
caracteristica de cada espécie de acordo com as Regras para Analises de Sementes (BRASIL,
2009).

Nas sementes, as particulas sélidas e a agua sdo os trés componentes basicos do
condicionamento matrico. A &gua € distribuida e permanece retida pelas particulas sélidas,
sendo captadas pelas sementes até que seja atingido o equilibrio higroscépico (PESKE et al.,
2003). Apos este periodo previamente determinado, as sementes sdo secas em estufas ou
mesmo em ambientes aerados até retornarem ao seu peso inicial que pode ser verificado com
pesagem anterior ao processo de hidrocondicionamento e posterior ao hidrocondicionamento
(BALBINOT e LOPES, 2006).

De acordo com Marcos Filho (2005), a quantidade de particulas sélidas necessérias
para o tratamento depende da quantidade de sementes a ser submetidas ao processo, da
capacidade de retencdo de agua e da sua propriedade de se manter fridvel durante todo o
processo. Ha a necessidade de conducéo de testes preliminares para determinacao precisa das
proporcdes adequadas de sementes, agua e substrato. A matriz deve apresentar grande
capacidade de retencdo de agua e de transferi-la sem maiores problemas as sementes. De
acordo com Marcos Filho, 2005 (apud. TILDEN & WEST 1985), a limitacdo do material
matrico tem, além da vantagem de ndo introduzir substancias estranhas ao processo, a de ndo
interferir na disponibilidade de oxigénio. Por outro lado ao se trabalhar com o potencial
osmatico, podem-se manter as sementes com graus de umidade desejados, utilizando-se o
periodo de embebicdo varidvel, apds o envelhecimento artificial de sementes de soja, a 41°C,
durante 20 a 50 horas. Essas sementes foram condicionadas mediante a embebigdo em 20 ml
de agua distribuida sobre camada de quatro folhas de papel de filtro, a 25°C, durante dois dias,
seguida por secagem a 25°C durante quatro dias (KIKUTI e FILHO, (2012); FRANZIN et al.,
(2004)). Esse procedimento teve como objetivo comparar os efeitos do condicionamento em
amostras com diferentes niveis de deterioracdo e os efeitos da velocidade de hidratacdo sobre
0 desempenho das sementes (BHERING et al., 2006). Os resultados obtidos demonstraram
que a acdo de mecanismos de reparo contribuiu para a reestruturagdo do sistema de
membranas, pois mesmo as sementes condicionadas apés envelhecimento durante 50 horas
apresentaram liberacdo de exsudatos inferior a das ndo condicionadas. Estes autores, além de
ressaltarem a eficiéncia da metodologia utilizada para o condicionamento, sugeriram que a
reducdo dos niveis de injurias durante a embebicdo e a reorganizacdo das membranas e de
componentes estruturais das células sdo evidéncias da reversibilidade da deterioracéo
(COSTA et al., 2007). Também o tratamento com “priming” pode aumentar a emergéncia das
plantulas e a produtividade de varias culturas, principalmente de cenoura, alface, tomate,
pepino, cebola e alho (DEARMAN et al., 1987; KHAN, 1992), ja em outro estudo realizado
por Fessel et al (2002), testando o condicionamento osmético de sementes dos cultivares
Mesa 659 e Nabuco RS concluiu que ndo melhoram o desempenho germinativo, sendo,
portanto, inviavel nos periodos testados, para esses cultivares. Nesse caso especifico o
osmocondicionamento ndo beneficiou a performance das sementes de alface.
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De acordo com Caseiro (2004) as sementes embebidas mais lentamente, entre cinco
folhas de papel-toalha foram as de melhor desempenho no teste de envelhecimento acelerado.
Uma das vantagens desse processo é a nao utilizacdo de produtos quimicos nesse processo.
Barbosa et al., (2011) avaliaram o envelhecimento acelerado de sementes de alface, berinjela,
brécolis, couve-flor, rdcula e tomate que foram submetidas ao envelhecimento acelerado, por
48 e 72 horas, para obtencdo de lotes com trés niveis de vigor.

Em outro estudo, Ohlson et al., (2010), num ensaio para identificar niveis de vigor
sobre em sementes de trigo utilizando o teste de envelhecimento acelerado definiram que a
uma temperatura de 43 °C, durante 48 horas, permitiu diferenciar lotes de sementes de trigo.
Posse (2004) avaliou a temperatura de armazenamento e desempenho de sementes hidratadas
e osmocondicionadas de pimentdo (Capsicum annuum L.) concluiu que a hidratacdo das
sementes por 72 horas propiciou aumento na germinacdo apenas para as sementes recém-
tratadas. Os estudos demonstram que o condicionamento fisiolégico melhora e padroniza as
taxas de germinag&o, que para a agricultura organica por ndo aceitar técnicas convencionais se
torna bastante viavel.
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3. OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de trés formulados comerciais de

Trichoderma spp., associados com sementes condicionadas e ndo condicionadas de alface
sobre o controle de R. solani na fase de crescimento inicial em plantulas.
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4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios para avaliacdo dos lotes de sementes e condicionamento foram realizados
no Laboratério de Controle de Qualidade de Sementes, da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ). Os testes com fungos foram realizados no Laboratério de Diagndstico
Molecular e Micologia, da Embrapa Agroindustria de Alimentos e 0s experimentos em casa
de vegetacdo no Colégio Técnico da Universidade Rural (CTUR). Os lotes de sementes de
alface utilizados em todos os experimentos foram da cultivar “Grand Rapids” produzidas em
cultivo orgéanico, sem nenhum tratamento, colhidas e beneficiadas em agosto de 2013, no
campo experimental da Pesagro-Rio no distrito de Avelar, no municipio de Paty do Alferes,
estado do Rio de Janeiro.

4.1.  Caracterizacao inicial do lote de sementes de alface

As sementes foram colhidas e armazenadas em embalagem porosa de papel tipo Kraft
mantidas em condi¢des normais de ambiente sendo rebeneficiadas no laboratorio.
Determinou-se a porcentagem do teor de &4gua e a porcentagem de germinacdo das sementes
(RAS, 2009).

4.2. Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi realizado utilizando 50 sementes distribuidas em caixas de
acrilico (gerbox), protegidas por sacos de polietileno, com quatro repetices a 20 °C,
conforme as Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009). A primeira contagem das
plantulas normais foi realizada aos quatro dias e a contagem final aos sete dias.

4.3. Determinacdo do teor de dgua

Foi utilizado o método da estufa a 105 °C por 24 horas, de acordo com as Regras para
Anélise de Sementes (Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem, na base
umida, obtendo-se a média de 6,3%.

4.4. Determinacdo da curva de hidratacdo e condicionamento de sementes de alface

Amostras de sementes foram embebidas em papel “germitest”, umedecido com 16,5
ml. Este volume foi utilizado como recomendado pela RAS, 2009 normalmente quando se
utiliza folhas de papel “germitest”, que corresponde a 2,5 vezes o peso do papel. Este mesmo
volume foi aplicado em 2, 3, 4 e 5 folhas de papel germitest (MARCOS FILHO, 2005). A
partir dai, as sementes foram pesadas periodicamente até 30 horas e determinados os teores de
agua das sementes em porcentagem na base Umida, considerando o teor de agua inicial, até a
sua estabilizacdo e quando estas iniciaram a protrusdo de radicula. Definido o tempo
decorrido do inicio da embebigdo até a emissdo da radicula, foi estabelecida a metodologia
para o condicionamento, na qual foi escolhido a embebicdo das sementes com trés folhas de
papel por 16 horas visto que, com dois e cinco folhas a protrusdo de radicula ndo ocorreu até
30 horas (Figura 1). Assim, amostras de 5,00 g de sementes foram colocadas entre trés folhas
de papel, previamente umedecidas com agua destilada em 2,5 vezes o peso do papel e
mantidas em cémara de germinacdo a 20 °C. Apés a hidratacdo, as sementes foram
submetidas & secagem em estufa com circulagéo de ar a 30 + 2 °C, até atingirem os teores de
agua iniciais, ou seja, 6,3% (MARCOS FILHO, 2005).
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Figura 1. Amostras de sementes de alface variedade “Grand Rapids” condicionadas entre 2,3,4 e 5 folhas de
papel para a determinagdo da curva de hidratacéo.

| 45. Acdo do biocontrole com Trichoderma em relacdo & R. solani em plantulas,
cultivadas em casa de vegetacao.

O experimento foi conduzido no Colégio Técnico da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, em casa de vegetacdo, localizado no municipio de Seropédica. Os antagonistas
usados no experimento foram trés produtos a base de Trichoderma vendidos comercialmente
e identificados como: A (Trichoderma asperellum), B (Trichoderma spp.) e C
(Trichoderma harzianum, T. viride e T. koningii). As concentracBes aplicadas nos
tratamentos respeitaram as indicagcdes de rétulo de cada fabricante, onde aliquotas foram
diluidas em &gua estéril com uma gota de Tween 20. Para o produto A (Trichoderma
asperellum), diluicdo de 1:200 litros de agua aplicavel em 1 ha, para B (Trichoderma spp.)
usou-se a mesma proporcdo de 1:200 litros de agua, e para C (Trichoderma harzianum, T.
viride e T. koningii) que é vendido na forma de cultura em meio sélido, prosseguindo-se com
a orientacdo do fabricante onde triturou-se essa cultura em 1 litro de &gua e triturou-se em
liquidificador, posteriormente retirou-se 10 ml dessa solucéo e diluiu-se em 2 litros de agua e
aplicou-se na area a ser inoculada. O indculo de R. solani isolado a partir de mudas de alface
(Lactuca sativa) produzidas em bandejas de isopor foi crescido na forma de arroz triturado
incorporado diretamente ao substrato, adicionando-se 0,144g/Kg de substrato conforme
descrito por Dias (2011), que ocorreu sete dias apds os agentes de biocontrole.

A inoculacéo dos trés formulados de biocontrole ocorreu sete dias antes da inoculagéo
de R. solani. Um dia apds a inoculacdo do fitopatdgeno foi realizada a semeadura de 30
sementes de alface condicionadas ou ndo condicionadas em bandejas de papel aluminio tipo
marmitex (Figura 2) com furos na parte inferior para eliminacdo do excesso de agua. Cada
bandeja foi preenchida com 300 g de substrato solarizado e mantida em casa vegetacéao, sobre
mesas de madeira.
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Figura 2. Bandejas tipo marmitex com substrato inoculado com Trichoderma spp., e R. solani.

A irrigacdo foi feita manualmente com o auxilio de regador. O turno de rega adotado
foi duas vezes ao dia nos trés primeiros dias e uma vez ao dia até o fim do experimento aos 28
dias apds de plantio.

4.6. Preparo do substrato

O substrato utilizado nos experimentos foi preparado na Fazendinha Agroecoldgica
Km 47, -convénio de cooperacdo técnica entre a Embrapa Agrobiologia, Universidade Federal
Rural Rio de Janeiro-UFRRJ) e Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de
Janeiro-Pesagro-Rio, no municipio de SEROPEDICA-RJ.

O substrato solarizado foi composto a partir da mistura (volume/volume) de
vermicomposto (75%), com fino de carvéo vegetal (15%) e torta de mamona 2%, totalizando
92%. O vermicomposto foi produzido a partir de esterco bovino, utilizando-se minhocas da
espécie Eisenia fetida. O material fino de carvao representa um residuo do processamento da
madeira proveniente de areas reflorestadas, com amparo legal. Depois de estabilizado o
substrato foi submetido a solarizacdo, OLIVEIRA et al., (2010).

4.7. lIsolados de R. solani.

Os isolados de R. solani foram obtidos a partir de mudas de alface com sintomas de
tombamento produzidos em bandejas de isopor (Figura 3), produzidas na Fazendinha
Agroecologia do Km 47 da foram levadas ao Laboratorio de Diagnostico Molecular e
Micologia da Embrapa Agroindustria de Alimentos, onde foi realizada a técnica de
isolamento indireto das mudas com sinais de infeccdo pelo patdgeno R. solani (Figura 4), em
meio de Batata Dextrose Agar (BDA) para se obter colénias de R. solani. Os fragmentos dos
tecidos vegetais foram cortados em pedacos de 0,5 cm (Figura 5) lavados em agua corrente
para eliminar qualquer residuo organico. Em seguida, os fragmentos foram colocados em uma
solugéo de alcool 70% por 30 segundos, posteriormente, transferidos para uma solugdo de
hipoclorito de sédio 1% por um minuto, em seguida lavados em agua destilada esterilizada e
secados em papel filtro esterilizado (YOUSSEF et al., 2012).

Apds esse processo os fragmentos foram transferidos para placas de Petri (Figura 6)
contendo meio de cultura BDA (Tabela 1). As placas foram mantidas em incubadora tipo
BOD a 25 °C até a observagdo do crescimento micelial tipico de R. solani (Figura 7). Depois
da confirmacdo da identificacdo através de exame microscopico, o0s isolados foram
conservados in vitro pelo método de preservacdo em tubos de ensaio inclinado. O substrato
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utilizado para multiplicacdo de R. solani, constituiu-se em arroz umedecido com agua
destilada’ 70% (p/v) para colonizagao, sendo acondicionado em sacos de polietileno de 20,0 x
25,0 cm. Estes recipientes foram lacrados e autoclavados a 120 °C (1 atm/20 min.) de acordo
com a metodologia de Dias (2011).

Figura. 3 Plantulas de alface ap6s apresentarem sinais de tombamento na fase de muda sob plantio em bandejas
de isopor.

Tabela 1. Meio de cultura BDA para crescimento de R. solani

Meio de Cultura batata dextrose Agar

Potato Starch (from infusion) 44
Dextrose 209
Agar 15 g
pH 5,6
H.O 1 Litro

Figura 4- Fragmentos dos tecidos vegetais de plantulas de alface infectadas por R. solani.
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|  Figura. 5- Fragmentos dos tecidos vegetais de plantulas de alface infectadas por R. solani em pedagos de 0,5
cm.

Figura 6. Fragmentos de planta de alface contaminada dispostas sobre meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA) com R. solani.

Figura 7. Crescimento micelial de R. solani, em placa contendo meio Batata Dextrose Agar.
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Para o preparo do inoculante contendo R. solani, utilizou-se 0 método usado por Dias
(2011), quando um dia apds o preparo do substrato a base de arroz, foram inoculados nesse
substrato trés discos de micélio de 0,8 cm de diametro das placas de BDA contendo R. solani.
Incubou-se a 25 °C por 7 dias (Figura 8), sendo misturados diariamente para permitir a
completa colonizacdo do substrato. Apos crescidos, 0 arroz contaminado com a R. solani foi
retirado e colocado em sacos de papel por 24 horas em temperatura ambiente para eliminar o
excesso de umidade. Passado este periodo, foi triturado a seco em liquidificador e peneirado
em peneira doméstica com malha de 0,6 milimetros, obtendo-se assim o indculo contendo
fragmentos com R. solani. Decorridos sete dias de inoculado o substrato com os trés tipos
comercias de Trichoderma, foram misturados as amostras de R. solani contendo 0,144 mg.
Kg™ de inoculante por Kg se solo, valores semelhantes aos usados por Dias (2011) onde
alcancou 43% de damping off em mudas de alface.

O inoculante de R. solani foi incorporado ao substrato, colocados em sacos plasticos e
misturados manualmente e distribuidos 300 g em bandejas de papel aluminio tipo marmitex.
Ap0s trés dias foram feitos os plantios tanto das sementes condicionadas quanto das sementes
ndo condicionadas. As bandejas foram colocadas em casa de vegetacdo e molhadas
diariamente. Foram feitas avaliacdes de plantulas aos 14, 21 e 28 dias. A cada sete dias foram
feitas contagens de plantas mortas ou tombadas até os vinte e oito dias quando foram feitas as
ultimas avaliacGes e retiradas cinco plantas de cada parcela para avaliar a massa seca da parte
aerea.

Para cada parcela, foram coletadas a parte aérea de cinco plantulas, colocadas em
estufa a 50 °C por 48 h e apds pesadas em balanca com precisdo 0,001 g obteve-se a média da
massa seca em mg.

Figura 8. Substrato a base de arroz umedecido com agua destilada 70% (p/v) acondicionado em sacos de
polietileno de 20,0 x 25,0 cm para colonizacdo de R. solani

4.8. Delineamento experimental

O delineamento estatistico experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. O experimento relativo a associa¢do de Trichoderma e sementes condicionadas foi
realizado em esquema fatorial 5 x 2 (cinco tratamentos x sementes condicionadas e néo
condicionada). Os dados obtidos foram transformados em raiz quadrada e as meédias foram
apresentadas como valores absolutos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de hidratacdo

A curva de hidratacdo de sementes de alface mostrou que a embebicdo das sementes
entre trés folhas de papel previamente umedecidas com &gua destilada em 2,5 vezes o seu
peso, por 16 horas, foram suficientes para que as mesmas ativassem o metabolismo sem que
acorresse a protrusdo da radicula. Observou-se que a hidratacdo das sementes variou de
acordo com o numero de folhas em funcdo da disponibilidade de &gua, variando a velocidade
de embebicdo e o teor de agua, variando de 45% a 52% (Figura 09).
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Figura 09. Hidratagdo de sementes de alface cv. “Grand Rapids” entre 2, 3, 4 e 5 folhas de papel germitest
embebidas em 16,5 ml de agua destilada mantidas a 20 °C por até 30 horas.

Apds o tratamento de condicionamento as sementes apresentaram alto vigor, com
100% de plantulas normais aos 4 dias de avaliacdo e 100% de germinacdo, porém nao
diferindo das sementes sem o tratamento.

5.2.  Efeitos dos Tratamentos com formulados a base de Trichoderma

A avaliacdo in vitro e com o auxilio de microscopica quanto a presenca e crescimento
do Trichoderma, em amostras dos trés formulados, mostrou a presenca de crescimento radial
e esporulacdo abundantes em meio de BDA (Batata dextrose Agar), caracteristicos das
espécies em estudo. Os resultados obtidos dos tramentos em mudas de alface sdo ilustrados
nas figuras a seguir: 1. Testemunha absoluta (Figura 10); 2. Substrato inoculado com R.
solani (Figura 11); 3. Produto A (Trichoderma asperellum) e R. solani, (Figura 12); 4.
Produto B (Trichoderma spp.) e R. solani (Figura 13); 5. Produto C (Trichoderma harzianum,
T. viride e T. koningii) e R. solani (Figura 14).
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SUBSTRATO
(CONTROLE)

Figura 10. Plantulas de alface variedade “Grand Rapids” aos 21 dias em substrato (controle) mantida em casa de
vegetacdo. Seropédica, 2013

Figura 11. Plantulas de alface variedade “Grand Rapids” aos 21 dias em substrato solarizado inoculado com R.
solani mantida em casa de vegetac&o. Seropédica, 2013.

A

Figura 12. -Plantulas de alface variedade Grand Rapids aos 21 dias em substrato solarizado inoculado com o
fitopatdgeno R. solani e antagonista A (Trichoderma asperellum) mantida em casa de vegetacéo
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Figura 13. Plantulas de alface variedade Grand Rapids aos 21 dias em substrato solarizado inoculado com R.
solani e antagonista B (Trichoderma spp.) mantida em casa de vegetagéo.

Figura 14. Plantulas de alface variedade Grand Rapids aos 21 dias em substrato solarizado inoculado com R.
solani e antagonista C (Trichoderma harzianum, T. viride e T. koningii) mantida em casa de vegetacio

De acordo com os resultados mostrados na tabela 2 , observou-se que houve uma
reducdo de 44% de emergéncia de plantulas no tratamento isolado com R. solani. Os
resultados obtidos da inoculagdo dos trés formulados mostraram um controle significativo
deste fitopatdgeno, ndo diferindo entre si.
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Tabela 2. Percentual de emergéncia de plantulas de alface (Lactuca sativa L.)
oriundas de sementes sadias nos tratamentos controle, inoculadas com R.solani, e inoculadas
com Trichoderma A, B e C e R.solani em sementes condicionada e sementes nao
condicionada.

Emergéncia de plantulas

Tratamento (%)
Controle 97,08+ 4,86°
R. solani. 56,65 +4,71°
A (Trichoderma asperellum) + R. solani 88,30 + 7,65 *
B (Trichoderma spp.) + R. solani 88,30+ 7,13 %
C (T. harzianum, T. viride e T. koningii) + 81,60 + 10,98 °
R.solani

CV % =9,38

Médias seguidas de mesmas letras, ndo diferem entre si, significativamente, pelo teste de Tukey (P< 0,05).

A interacdo entre as sementes condicionadas e ndo condicionadas nao foi significativa
nos tratamentos, uma vez que as mesmas apresentaram alto porcentagem de germinagdo in
vitro e a emergéncia de plantulas e de mudas obtidas até os 28 dias ndo foram afetados pelos
tratamentos.

Em relacdo a porcentagem de emergéncia de plantulas, apenas o tratamento com R.
solani apresentou maior incidéncia da doenga como era de se esperar, tanto para semente ndo
condicionada e semente condicionada. Os tratamentos com pré-inoculacdo do Trichoderma
spp., protegeram as sementes da infeccdo por R. solani uma vez que diferenciaram dos
tratamentos controle. Em trabalho similar Dias (2011), avaliou o tombamento em plantulas de
feijdo em condigOes de casa-de-vegetacdo utilizando diversos isolados de Trichoderma spp.
contra R. solani e de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli obtendo um controle satisfatério
dos isolados de Trichoderma para ambos os fungos.

Nas tabelas 3 e 3.1 sdo apresentados os resultados percentuais das infeccdes por R.
solani em sementes condicionadas e nao condicionadas. Na fase de emergéncia de plantulas
foi observada uma maior infeccdo nas sementes ndo condicionadas. Este fato pode ser devido
a menor exsudacdo de substancias que favorecem o crescimento do fungo.

Tabela 3. Percentual de plantulas infectadas com R. solani em sementes ndo condicionadas e
condicionadas.

Tratamento da semente de alface Plantulas infectadas (%)
Néo condicionada 13,14°
Condicionada 9,08"

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si, significativamente, pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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Tabela 3.1. Percentual de emergéncia de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) infectada nos
tratamentos controle, inoculadas com R. solani, e inoculadas com Trichoderma A, Be C e R.
solani para semente condicionada e ndo condicionada.

Tratamento Plantulas infectadas (%)
Controle 2,90°¢
R. solani 30,802
A (Trichoderma asperellum) + R. solani 5,35 "
B (Trichoderma spp) + R. solani 7,50 "
C (T. harzianum, T. viride e T. koningii) + R. 11,25°
solani

CV % = 38,88%

Médias seguidas de mesmas letras mailsculas na horizontal, ndo diferem entre si, significativamente, pelo teste
de Tukey (P< 0,05).

Somente no tratamento Trichoderma 3 inoculado também com R. solani ocorreu um
indice maior de sementes infectadas, destoando-se significativamente dos demais tratamentos
com Trichoderma spp. Tal resultado pode ser atribuido a uma menor especificidade do
isolado em relagdo ao hospedeiro, uma vez que esta variabilidade pode ocorrer naturalmente.

Em experimento conduzido por Luccon et al., (2009) ao avaliarem diversos isolados
de Trichoderma spp., concluiu que apenas 9 % foram capazes de reduzir os sintomas de
tombamento causado por R. solani em plantulas de pepino, e que quando aplicados
isoladamente sdo mais eficientes que quando combinados entre si.

Vaérios relatos podem ser encontrados na literatura sobre o potencial de Trichoderma
spp. no controle de tombamento de plantulas (ZHENG & SHETTY, 1999;
MANORANJITHAM et al., 2000; LEWIS E LUMSDEN, 2001; PATRICIO et al., 2001;
HOWEL, 2006).

Segundo estes autores podem ocorrer reducbes de até 82% nos sintomas de
tombamento em diferentes culturas, pela aplicacdo desses antagonistas. A capacidade do
antagonista Trichoderma spp. em proporcionar o controle de fitopatégenos do solo tem sido
associada, principalmente, aos mecanismos de micoparasitismo, antibiose e competicdo
(HARMAN, 2004).

Desta forma, a adicdo de antagonistas ao substrato de crescimento é uma estratégia
importante que pode ser adotada no controle de fitopatdgenos de solo, permitindo a
colonizacdo e o estabelecimento destes agentes antes de sua exposi¢do ao indculo patogénico
presente no campo (HARRIS E ADKINS, 1999).

34



A tabela abaixo ilustra a relagdo entre sementes ndo condicionadas e condicionadas de
plantulas mortas no controle de R.solani na fase de producdo de mudas em casa de vegetacao.

Tabela 4. Percentual de tombamento de pléantulas de alface (Lactuca sativa L.) nos
tratamentos controle, inoculados com R.solani, inoculados com e Trichoderma A, Be C e
R.solani.

Tombamento de plantulas

Tratamento (%)

Controle 0,00 +4,86 ¢
R.solani. 12,50 + 4,96 a
A (Trichoderma asperellum) 5,00 + 3,96 bc
+ R. solani

B (Trichoderma spp.) 4,17 £ 3,88 bc
+ R. solani

C (T. Harzianum, T. Viride e T. Koningii) + R. solani 6,67 £ 5,33 ab
CV% 17,5

Médias seguidas de mesmas letras, ndo diferem entre si, significativamente, pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Apenas o controle com R.solani apresentou um ndmero razodvel de mudas que ao
longo dos 28 dias foram apresentando os sintomas de “dumping off”. De acordo com Nashwa
et al., (2008), notaram redugdo consideravel da percentagem de “tombamento” de pré e pds-
emergéncia em experimento com feijoeiro, quando comparado com a testemunha. J& os
tratamentos n&o foram significativos para tombamento

Todavia, a aplicacdo da formulacdo com o isolado Trichoderma harzianum 1 ao
mesmo tempo em que a realizacdo da semeadura foi a que promoveu uma maior reducdo da
incidéncia da doenca. Remuska e Pria (2007) observaram parasitismo de Trichoderma spp.
sobre R. solani em ambiente controlado de laboratorio. Hadar et al.(1979), inocularam
Trichoderma harzianum utilizando como veiculo farelo de trigo em solo infestado com R.
solani, e obtiveram controle efetivo de tombamento de mudas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) e tomate (L. esculentum). Noronha et al., (1996) relatam que Trichoderma harzianum em
feijdo, quando aplicado via tratamento de sementes ou do solo sob diferentes densidades de
inéculo do R. solani no substrato apresentou os melhores niveis de controle da doenca,
quando comparado a um tipo especifico de fungicida. Apesar de efeitos negativos de
Trichoderma em plantas sejam eventos pouco descritos em literatura, onde a maior parte dos
trabalhos demonstra a capacidade de fungos do género Trichoderma em promover o
crescimento e a produtividade das culturas (VINALE et al., 2008).

No que consiste a producdo de matéria seca ndo ocorreu interacdo entre plantulas em
relacdo a produgdo de matéria seca de forma significativa, uma vez que a média dos pesos da
matéria seca por parcela ndo diferiu dos demais tratamentos.
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Tabela 5. Massa seca (mg) da parte aérea de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) nos
| tratamentos com substrato, Substrato e R. solani, substrato e Trichoderma A, B e C e R.
solani.

Sementes ndo Sementes

Tratamento - - Medias
condicionadas  condicionadas

Controle 0,04 0,05 0,4 AB
R. solani. 0,03 0,03 0,3B
A (Trlchoc_ierma asperellum) 0,06 0,04 0.5 A
+ R. solani

B (Trlchoo!erma spp.) 0,05 0,04 0,4AB
+ R. solani

C (T. hgmanum, T_. viride e T. 0,04 0,06 0.5A
koningii) + R. solani

MEDIAS 0,044ns 0,044 ns

Cv % =77,44

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si, significativamente, pelo teste de Tukey (P<

0,05).
ns — ndo significativo.

Na tabela 5, os resultados ndo mostraram diferencas significativas das massas secas.
Esses dados concordam com Corréa (2006), onde em condi¢es de hidroponia, e Bal &
Altintas (2008), em condic¢des subdtimas de crescimento em campo, ndo constataram nenhum
tipo de efeito de Trichoderma spp., no crescimento de plantas de alface.

Estes dados discordam dos observados por Lynch (1991), que relatou aumentos de 27
a 54% no peso fresco de alface tratada com Trichoderma spp. Por outro lado, Menezes (1992)
também obteve melhor desempenho de plantas de alface originadas de sementes tratadas com
Trichoderma.

Ja os resultados encontrados por Ousley et al., (1993) que alcancou maior
produtividade das massas fresca e seca de parte aérea, e aumento do enraizamento em alface
pela acdo promotora de crescimento de Trichoderna harzianum e Trichoderna Viride.
Martelleto (2005) concluiu que isolados de Trichoderma spp., testados estimularam a
velocidade de germinacdo, em condi¢cdes de terra comum, substrato comercial ou papel
germitest, favorecendo o desenvolvimento das mudas, expressos pelo comprimento de raiz,
altura de parte aérea, de acimulo de matéria fresca e em relacdo as testemunhas sem
Trichoderma em experimento com tomate.

Na diagnose visual das mudas de alface em casa de vegetacdo até os 28 dias observou-
se que estas ndo apresentaram sintomas de anormalidade nem de deficiéncia nutricional,
demonstrando que os isolados de Trichoderma spp., ndo ocasionaram patogenicidade nem
prejuizo de qualquer forma a estas.

Tais resultados corroboram com a afirmativa de Howell (2003), de que espécies de
Trichoderma spp., exibem caracteristicas de interacdo com a planta hospedeira que podem
contribuir para 0 aumento de crescimento de raiz e parte aérea, resisténcia a estresses bioticos
e abioticos, e mudancas no status nutricional da planta.
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6. CONCLUSOES

Os formulados A e B a base de Trichodermas spp., testados neste trabalho
apresentaram um melhor controle do fitopatdgeno de solo R. solani, na fase de plantulas de
alface, cultivar Grand Rapids.

O uso de Trichoderma ndo aumentou de forma significativa producdo de matéria seca
na fase de mudas até os 28 dias no cultivo de alface.

Né&o ocorreram diferencas significativas entre as sementes de alface ndo condicionadas
e condicionadas em relagdo a germinacdo e o vigor das mesmas e na susceptibilidade a R.
solani.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Composicdo de alimentos por 100 gramas de parte comestivel: Centesimal,

minerais, vitaminas e colesterol (apresenta dados de composicdo centesimal da alface).

(@]
@ < » § EG = g
g |3 S | |8 |8 |8 |.5 g|le |E
E |8 |2 |8 |&|s |R|8E|lE|s |8
) L ] o | o o L= O o =
(Ej)escri(;éo (%) | (kcal) | (k) [(@) |(@ |(mg) |(@ |(@ |(@) |(mg) |(mg)
0s
alimentos
Alface, 92,7 |9 37 06 |01 |[NA |17 |10 0,3 |14 6
americana
crua
Alface, 96,1 |11 45 1,3 [0,2 |[NA |17 |18 0,7 |38 11
crespa,
crua
Alface, 950 |14 58 1,7 {01 |[NA |24 |23 0,8 |28 9
lisa, crua
Alface, 95,7 |13 53 09 (02 |[NA [25 |20 0,7 |34 9
roxa, crua

Fonte: TabelaTaco, Unicamp, 20
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Tabela 2A. Andlise de variancia dos resultados obtidos do percentual de emergéncia de plantulas de
alfaces (Lactuca sativa L.) sadias cultivar “Grand Rapids”. Seropédica, 2013.

FV GL SQ QM Fc
T_SEMENT 1 6.400000 6.400000 1.182
TRAT 4 694.650000 173.662500 32.061*
T_SEMENT*TRAT 4 4.850000 1.212500 0.224
erro 30 162.500000

Total corrigido 39 868.400000

CV (%) 9,38

* indicam valores do Teste F significativos a 1% (< 0,01) de probabilidade.

Tabela 3A. Andlise de variancia dos resultados obtidos da porcentagem de sementes infectadas em
fun¢do dos tratamentos aplicados em sementes de alface cultivar “Grand Rapids”. Seropédica, 2013

FV GL SQ QM Fc
T_SEMENT 1 9.025000 9.025000 4.945**
TRAT 4 360.350000 90.087500 49.363*
T_SEMENT*TRAT 4 3.850000 0.962500 0.527
erro 30 54.750000 1.825000

Total corrigido 39 427.975000

CV (%) = 38,88

* indicam valores do Teste F significativos a 1% (< 0,01) de probabilidade.
** indicam valores do Teste F significativos a 5% (<0,05) de probabilidade.

Tabela 4A. Analise de variancia do percentual de tombamento de plantulas de alface (Lactuca sativa
L.) cultivar “Grand Rapids”. Seropédica, 2013.

FV GL SQ QM Fc

T _SEMENT 1 0.400000 0.400000 0.231
TRAT 4 59.400000 14.850000 8.567**
T SEMENT*TRAT 4 2.600000 0.650000 0.375
erro 30 52.000000 1.733333

Total corrigido 39 114.400000

CV (%) = 77,44

** indicam valores do Teste F significativos a 5% (<0,05) de probabilidade.
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Tabela 5A. Analise de variancia dos resultados obtidos de massa seca por parcela nos tratamentos
aplicados em plantulas de alface cultivar “Grand Rapids”. Seropédica, 2013

FV GL SQ QM Fc
T_SEMENT 1 0.000292 0.000292 1.448
TRAT 4 0.004691 0.001173 5.822**
T _SEMENT*TRAT 4 0.000550 0.000138 0.683
erro 30 0.006043 0.000201

Total corrigido 39 0.011576

CV (%) = 77,44

** indica valores do Teste F significativos a 5% (<0,05) de probabilidade.
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