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OMURA, Moénica Satie. Qualidade de frutos e potencial fisiolégico de sementes
de tomate tratadas com bioprodutos. 2020. 72 f. Tese (Doutorado em Agronomia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

As sementes de tomate, assim como da maioria das hortalicas, tém tamanho
reduzido o que facilita a microbiolizacdo e pode estimular o investimento dos
produtores rurais em bioprodutos. As bactérias Bacillus subtilis e fungos do género
Trichoderma spp. sado conhecidos pelo potencial antagonista aos fungos patogénicos
e acdo promotora de crescimento para as plantas. Pesquisas envolvendo a
utilizacao de suspensdes contendo esses agentes de biocontrole e os efeitos sobre
o potencial fisiolégico das sementes e qualidade de frutos sdo escassos, no entanto
essenciais para a recomendacédo. O trabalho teve os seguintes objetivos: avaliar os
efeitos da microbiolizacdo de bioprodutos contendo Bacillus subtilis e Trichoderma
spp. sobre a germinacgéo, vigor e potencial protetivo contra Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum em sementes de tomate. E verificar os impactos da
microbiolizacdo das sementes e aplicacdo via solo de bioprodutos a base de
Trichoderma spp. e Bacillus subtilis sobre a qualidade fisico-quimica de tomates
produzidos em solo argiloso e arenoso. Analisou-se a porcentagem de germinacao,
primeira contagem de germinacdo, comprimento e massa seca de plantulas e a
germinacao das sementes presenca dos fungos patogénicos ja mencionados. Além
disso, foram avaliados os diametros transversal e longitudinal, pH, acidez titulavel,
sélidos soluveis e massa fresca dos tomates produzidos. A microbiolizacdo de
sementes de tomates ‘Santa Clara | 5300 e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ com
suspensdes contendo Trichoderma spp. tiveram melhor desempenho na
manutencdo do potencial fisiolégico das sementes, além de apresentar acéo
antagonista aos danos causados por Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum. O
tratamento B. subtilis + T. harzianum é eficiente contra R. solani, no entanto reduz o
potencial fisiologico das sementes na auséncia dos fitopatégenos. Bacillus subtilis
atrasa a germinacdo, porém visualmente apresenta efeitos protetivos aos
fitopatdégenos avaliados. O tipo de solo alterou o formato, porém néo influenciou a
massa fresca. ‘Santa Cruz Kada Paulista’ apresenta maior sensibilidade as
suspensdes. Houve a reducdo da massa fresca e da relacdo SST/AT de tomates
‘Santa Cruz Kada Paulista’ quando em contato com Trichoderma spp.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Biocontrole. Microbiolizacdo de sementes.
Trichoderma spp.



OMURA, Mbonica Satie. Fruit quality and physiological potential of tomato seeds
treated with bioproducts. 2020. 72 p. Thesis (Doutorado em Agronomia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Tomato seeds, as well as most vegetables, are small in size, which facilitates
microbiolization and can stimulate investment by rural producers in bioproducts.
Bacillus subtilis bacteria and fungi of the genus Trichoderma spp. are known for their
potential antagonist to pathogenic fungi and growth-promoting action for plants.
Research involving the use of suspensions containing these biocontrol agents and
the effects on the physiological potential of seeds and fruit quality are scarce,
however essential to the recommendation. The work had the following objectives: to
evaluate the effects of microbiolization of bioproducts containing Bacillus subtilis and
Trichoderma spp. on germination, vigor and protective potential against Rhizoctonia
solani and Sclerotinia sclerotiorum in tomato seeds. And to verify the impacts of seed
microbiolization and application of Trichoderma spp. and Bacillus subtilis based
bioproducts via soil on the physicochemical quality of tomatoes produced in clayey
and sandy soil. The germination percentage, first germination count, seedling length
and dry mass and seed germination were analyzed for the presence of the
aforementioned pathogenic fungi. In addition, the transversal and longitudinal
diameters, pH, titratable acidity, soluble solids and fresh weight of the tomatoes
produced were evaluated. The microbiolization of tomato seeds ‘Santa Clara | 5300’
and ‘Santa Cruz Kada Paulista’ with suspensions containing Trichoderma spp. had
better performance in maintaining the physiological potential of the seeds, in addition
to presenting an antagonistic action to the damages caused by Rhizoctonia solani
and Sclerotinia sclerotiorum. The treatment B. subtilis + T. harzianum is efficient
against R. solani, however it reduces the physiological potential of the seeds in the
absence of phytopathogens. Bacillus subtilis delays germination, but visually
presents protective effects to the evaluated phytopathogens. The type of saill,
suspensions and cultivars had an influence on the physicochemical characteristics of
tomatoes. The type of soil changed the shape, but did not influence the fresh mass.
‘Santa Cruz Kada Paulista’ is more sensitive to suspensions. There was a reduction
in the fresh weight and the SST/AT ratio of 'Santa Cruz Kada Paulista’ tomatoes
when in contact with Trichoderma spp.

Key words: Bacillus subtilis. Biocontrol. Seed microbiolization. Trichoderma spp.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma das hortalicas mais
consumidas no mundo e o seu cultivo se estende a todos os continentes, € fonte de
renda para diversas familias e esta incluido na dieta de todas as classes sociais. Os
beneficios da ingestdo sdo a absorcdo de vitaminas, minerais e compostos
antioxidantes importantes para a manutencéo da saude e prevencédo de doencas.

O controle de patdgenos presentes nos solos € um dos entraves
para a producéo de tomates, pois atacam as sementes no periodo em que antecede
a emergéncia das plantulas ou nos tecidos tenros da regido de transi¢do entre o solo
e a parte aerea.

Um dos métodos de controle para combater os agentes causais do
dampping off, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani Kihn, é a utilizacdo de
agrotoxicos. Atualmente despertou-se a consciéncia da populacdo mundial para a
redugéo, pois o uso indiscriminado provoca danos aos solos, corpos d’agua,
microrganismos e até mesmo distirbios metabdlicos em seres humanos e animais.

Ao longo dos anos de pesquisas sobre o controle bioldgico
percebeu-se que as bactérias da espécie Bacillus subtilis e os fungos pertencentes
ao género Trichoderma spp. apresentam acao antagonista aos patdgenos de
plantas, além disso, podem promover a inducao de resisténcia nos vegetais.

Os bioprodutos sao desenvolvidos a partir de microrganismos
benéficos e podem ser aplicados em sementes por meio da técnica conhecida como
microbiolizacdo, que consiste no recobrimento das estruturas reprodutivas com
essas suspensodes, conferindo o controle localizado dos agentes patogénicos e a
reducdo da emissdo de substancias tdéxicas ao meio ambiente. Estudos cientificos
com abordagens multidisciplinares devem ser realizados a fim de buscar estratégias
para aprimorar aplicacdo de maneira eficiente e segura, sem afetar o potencial
germinativo e o vigor das sementes.

Outra alternativa é a associacdo entre a microbiolizacdo com a
aplicacdo dos bioprodutos via solo. A disponibilizacdo dos microrganismos em
periodos preestabelecidos pode favorecer o estabelecimento no solo, e
consequentemente estimular o crescimento e desenvolvimento das plantas devido a

producdo de diversos compostos organicos. Esse desempenho pode ser
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influenciado pelos tipos de solos e surtir efeitos sobre a qualidade fisica e quimica
dos frutos produzidos.

Portanto, os objetivos do trabalho foram:

- Avaliar os efeitos da microbiolizacdo de bioprodutos contendo
Bacillus subtilis e Trichoderma spp. sobre a germinacao, vigor e potencial protetivo
contra Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum em sementes de tomate.

- Verificar os impactos da microbiolizagdo das sementes e aplicacao
via solo de bioprodutos a base de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis sobre a

qualidade fisico-quimica de tomates produzidos em solo argiloso e arenoso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O TOMATEIRO
2.1.1 Classificacdo Botanica, Origem e Domesticacéo

De acordo com a classificacao feita por Miller em 1754 o tomateiro
cultivado comercialmente pertence a classe Eudicotiledénea, ordem Tubiflorae,
familia Solanaceae, género Lycopersicon, subgénero Eulycopersicon e espécie
Lycopersicon esculentum (ALVARENGA, 2013). No entanto ainda h& controvérsias
em relacdo a taxonomia. Pesquisas recentes baseadas na andlise de sequéncias de
DNA (mapa genbémico) e caracteristicas morfoldégicas permitiram a reintroducéo do
género Lycopersicon dentro do Solanum. Portanto, a nomenclatura passou a ser
Solanum lycopersicum L. (FOOLAD, 2007; GONZALEZ et al., 2011).

E originario dos Andes, regido que abrange Equador, Colémbia,
Peru, Bolivia e Chile (BAI; LINDHOUT, 2007), nesses locais foram verificadas
aproximadamente 12 espécies de tomates selvagens (PERALTA et al., 2005). Ha
relatos que a domesticacdo da espécie cultivada de tomateiro tenha se iniciado
nesta regido e concluida na Mesoamérica (México, Colédmbia, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Nicardgua, Panama e Belize) (BLANCA et al.,
2012).

Ao longo da domesticacdo desta espécie houve mudancas no
tamanho, formato, cores e vida de prateleira dos frutos, aumento da produtividade,
resisténcia a doencas e pragas, alteracfes na estrutura e habito de crescimento das
plantas (BAI; LINDHOUT, 2007; KIMURA; SINHA, 2008).

2.1.2 Caracteristicas Gerais

O tomateiro (S. lycopersicum) é uma planta diploide com 24
cromossomos (GERSZBERG et al., 2015), anual, herbacea, com caule lenhoso que
varia entre 1 a 3 metros de comprimento, folnas compostas do tipo pinada (10 a 25
cm de comprimento) com foliolos serrilhados (GONZALEZ et al., 2011). E indiferente
ao fotoperiodo, no entanto a baixa luminosidade reduz a eficiéncia fotossintética
(ALVARENGA; COELHO, 2013).
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Desenvolve-se em solos rasos, desde que a profundidade minima
seja maior que 50 cm, apresentem quantidades moderadas de argila e areia,
drenagem eficiente, matéria organica em abundancia, pH entre 5 a 7, pois a raiz
pivotante concentra cerca de 80% do sistema radicular aproximadamente a 50 cm
profundidade (ANTONIOLLI; CASTRO, 2008).

Embora tenha melhor desempenho em climas que variam de ameno
a quentes, é possivel cultivd-lo em locais frios, mesmo que sensivel a baixas
temperaturas, desde que manejado em casas de vegetacdo com ambiente
controlado (VAN DER PLOEG; HEUVELINK, 2005; GEBREMARIAM, 2015),
podendo variar de 10 a 34 °C (ALVARENGA; COELHO, 2013).

Os tomateiros podem ser produzidos em casas de vegetacao e a
campo, com ou sem irrigacao e permite o uso de sistemas simples e tecnificados,
feitos em pequena ou grande escala (GEBREMARIAM, 2015). Em condic¢des ideias
de laboratério ou a campo (variacdo de 15 a 25°C) as sementes germinam no
méaximo em 15 dias, todavia, abaixo de 8 e acima de 40°C ndo ocorre esse processo
(BRASIL, 2009; ALVARENGA; COELHO, 2013).

A temperatura para o desenvolvimento das inflorescéncias, que
apresentam flores pequenas e amarelas, estd em torno de 18 a 24°C. Noites frescas
(14-17°C) e dias amenos (18-24°C) com umidade relativa do ar entre 50-70%
proporcionam melhores condicbes para a formagdo de frutos (ANTONIOLLI;
CASTRO, 2008; ALVARENGA; COELHO, 2013).

A irrigacdo auxilia no aumento da producdo de tomates. Deve ser
realizada no momento correto e em quantidades adequadas, pois variacdes bruscas
no conteudo de agua, no solo ou vaso, provocam rachaduras, queda e doencas
fisiolégicas nos frutos, tais como frutos ocos e podridao apical. Ocasionam a falta de
suprimento de compostos nitrogenados e oxigénio nas raizes. Por outro lado, o
déficit hidrico prolongado reduz o crescimento e a produtividade (ALVARENGA et
al., 2013).

Os tomates séo os frutos do tomateiro compostos por 93-95% de
agua e geralmente sdo tratados erroneamente como legumes, possuem coloracdo
gue varia de amarelo, rosa e vermelho (FOOLAD, 2007; ANTONIOLLI; CASTRO,
2008; ALVARENGA; COELHO, 2013).
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2.1.3 Importancia Econémica e Alimentar

O tomate é a segunda hortalica mais consumida no mundo
(VILLANUEVA, 2018). Seu cultivo se difunde a todos os continentes (FOOLAD,
2007) com intuito de abastecer o mercado interno e externo (ABREU; BARCELOS,
2012).

A producdo asiética corresponde cerca de 53,3%, americana 18,1%,
europeia 16,2%, africana 12% e da Oceania 0,4%. Os maiores produtores mundiais
sdo China, Estados Unidos, india, Turquia, Egito, Italia, Ird, Espanha, Brasil e
México, considerando as médias de producgéo de 1994 a 2017 (FAOSTAT, 2019).

O Brasil dettm a nona posi¢cdo no ranking mundial (FAOSTAT,
2019). Em relacdo ao cenario nacional € muito comum as oscilacées referentes ao
tamanho das areas cultivadas e de acordo com Hortifruti Brasil (2019) ha expectativa
de decréscimo em 2019, principalmente pela reducdo na rentabilidade em 2018, a
qual inviabilizou os produtores rurais elevarem seus investimentos. Apesar da
reducao de 2,7% da area cultivada houve acréscimo de 0,4% na producéo brasileira,
considerando o més de maio de 2018 (68.394 Kg ha') e o mesmo periodo em 2019
(SIDRA, 2019).

O tomateiro é uma das culturas mais estudadas tanto em laboratério
quanto a campo (VILLANUEVA, 2018). Muitos anos de pesquisas agrondémicas
sucederam ganhos significativos em produtividade, que passaram de 30-40 t ha'
para 80-130 t ha' em menos de 80 anos (TRANI et al., 2015).

A alta demanda por pesquisas e producdo de tomates move a
economia, pois é um alimento consumido diariamente pela populagdo mundial
(GASTELUM-BARRIOS et al., 2011). E por mais que existam oscilacdes na
producdo ao longo do ano estd sempre disponivel aos consumidores a um preco
relativamente acessivel, beneficiando todas as classes sociais (ABREU,
BARCELOS, 2012).

Sua ingestdao pode ser realizada sem nenhum preparo culinario
(cru), assado, cozido, grelhado ou por meio de produtos industrializados, tais como
molhos, sopas e sucos (FOOLAD, 2007). E um alimento nutritivo, é fonte minerais e
compostos bioativos em sua composicao, tais como o licopeno, B-caroteno, luteina,

vitamina E, vitamina C, rutina, quercetina, glicosideos de quercetina e acidos
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fendlicos, capazes de estimular e modificar os mecanismos envolvidos na
detoxificacdo do corpo (PERVEEN et al., 2015; BAKIR et al., 2018).

Estudos apontam que o licopeno, carotendide sintetizado ao longo
do desenvolvimento dos frutos, conferindo a coloragdo vermelha ao tomate
(PERVEEN et al., 2015), tem alto poder antioxidante e sua ingestdo diminui os riscos
cardiovasculares por agir sobre os lipideos no sangue, presséao arterial, inflamacdes
(CHENG et al., 2017), além de reduzir a agressividade de canceres do pulmao,
estbmago, préstata, colo do Utero, mama, boca, pancreas, colorretal e esbéfago
(GIOVANNUCCI, 1999).

Esses beneficios podem ser observados tanto em humanos quanto
em animais (FRIEDMAN, 2013), no entanto outros fatores devem ser levados em
consideracdo: particularidade de cada individuo em relacdo a genética e
metabolismo, dieta, entre outros (STORY et al., 2010).

2.2 DOENCAS DO TOMATEIRO: Sclerotinia sclerotiorum E Rhizoctonia solani

Assim como em todas as culturas, a producdo de tomates enfrenta
entraves e uma das medidas necessarias para obtencdo de sucesso é o controle
das doencas (BAWA, 2016). Os fitopatdbgenos provocam perdas econémicas
estimadas em 20% em todo mundo (PATEL et al., 2014), e os gastos com fungicidas
equivalem a 67% dos agrotoxicos utilizados na tomaticultura (KROHLING et al.,
2018).

Os Fungos (Phytophthora infestans, Alternaria solani, Septoria
lycopersi, Stemphylium solani, Sclereotinia sclerotiorum, Sclerotinia miror, Leveillula
taurica, Oidium lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici,Verticilliun dahliae,
Rhizoctonia solani Kiihn, Phytophthora spp., Sclerotium rolfsii, Phytium sp., Fusarium
spp.), as bactérias (Phytoplasma sp., Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Pseudomonas syringae pv.
tomato, Pseudomonas syringae pv. syringae, Erwinia carotovora subsp. carotovora,
Pseudomonas corrugata, Pseudomonas solanacearum) e 0s virus (Tospovirus,
Tomato mosaic virus (ToMV) , Potato virus Y (PVY), Tomato yellow top virus
(ToYTV), Tomato bottom leaf yellow virus (TBLYV), Geminivirus) sdo capazes de
infectar sementes, mudas, frutos, plantas jovens e adultas de tomate e causar
doencgas (KUROZAWA,; PAVAN, 2005).
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Logo no inicio do ciclo as plantulas estdo suscetiveis ao
tombamento, também conhecido como damping off, causado por algumas espécies
de fungos que atacam a regido do coleto das plantulas, causando podriddes e
consequentemente tombamento e a morte das mudas (CAROLLO; SANTOS-FILHO,
2016).

Pode ocorrer também o tombamento em pré-emergéncia, que
consiste na infec¢do das sementes pelo patégeno antes da emergéncia, o qual pode
destruir as estruturas internas e/ou provocar danos ao embrido e afetar
negativamente a germinacdo de sementes e o0 desenvolvimento normal das
plantulas (CRAM; FRAEDRICH, 2009).

O damping off € um problema geral de dificil controle, visto que pode
ser causado por diversas espécies de fungos atuando em condi¢des climaticas e
locais variados (casas de vegetacdo, campos e viveiros) (LAEMMLEN, 2001;
LAMICHHANE et al., 2017). O tramento de sementes e o cuidado com as mudas

antes do transplantio sdo medidas preventivas (LAEMMLEN, 2001).

2.2.1 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary popularmente conhecido como
mofo branco pertence ao reino Fungi, Filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem
Helotiales, familia Sclerotiniaceae, género Sclerotinia (BOLTON et al., 2006). E
considerado patégeno altamente destrutivo (HEGEDUS; RIMMER, 2005), pois é
cosmopolita (PURDY et al.,, 1979) e ataca mais de 400 espécies de plantas
(BOLAND; HALL, 1994). Causa perdas tanto a campo quanto no periodo de
armazenamento em diversas culturas. Por esse motivo, dificilmente é possivel o
controle total dessa doenca, somente maneiras de reduzir o inéculo por meio do
manejo integrado, ou seja, garantir a sanidade do campo de produgéao, rotacédo de
culturas, cobertura do solo, nutricdo adequada do solo e das plantas, tratamento de
semente, controle biologico e uso de agrotoxicos (SAHARAN; MEHTA, 2007).

Os fungos Sclerotinia sclerotiorum liberam seu indéculo no ambiente
principalmente por meio dos ascOsporos, 0s quais se rompem em até 72 h apés a
producdo e podem sobreviver até sete meses em condicdes ambientais adversas
(SAHARAN; MEHTA, 2007).

Este patdgeno adere-se a planta hospedeira por meio de uma
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pressdo mecanica exercida sobre a cuticula vegetal, a qual comeca a se desintegrar
devido a atividade enzimatica liberada pelo fungo. A progressao dos sintomas ocorre
em caules e folhas jovens, inicialmente hd o surgimento de manchas encharcadas
que comprometem os tecidos até se tornarem invidveis e deteriorados, por outro
lado, em certos hospedeiros as lesbes tem aspecto Umido e notadamente
apresentam delimitacdes entre o tecido saudavel e o comprometido, a medida em
que o ataque progride ha a morte de partes da planta (PURDY et al., 1979). Pode
ocorrer ou ndo a visualizacdo do micélio externamente (EKINS, 1993; BOLTON et
al., 2006).

Os esclerécios sao estruturas assexuadas de resisténcia de aspecto
duro em que a Sclerotinia spp. vive aproximadamente 90% do ciclo e por longos
periodos (ADAMS, 1979; EKINS, 1993). Em condi¢des favoraveis eles germinam,
podem formar micélios e infectar algum hospedeiro ou produzir apotécios, local em
gue os ascosporos (esporos) se desenvolvem internamente. Ao serem liberados
disseminam-se com o vento e ao entrar em contato com uma superficie suscetivel o
ciclo se inicia novamente, com ataque a um novo hospedeiro pelo micélio e a
formacao do esclerdcio (ADAMS, 1979).

Ainda ndo existem métodos de controle 100% eficientes contra o
mofo branco, no entanto ha reducdo do in6culo com o uso de cultivares tolerantes,
sementes livre da doenca, praticas culturais apropriadas e controle quimico reduzem
a presenca do in6culo (FERRAZ CARVALHO et al., 2014).

2.2.2 Rhizoctonia solani Kiihn

Rhizoctonia solani Kihn é um patégeno de solo agressivo que
infecta diversas espécies de plantas, inclusive o tomateiro, causando o0s sintomas
tipicos de dampping-off e a mela de Rhizoctonia (MELO; FAULL, 2000; GONDAL et
al., 2019). A maioria dos fungos deste género sdo cosmopolitas, vivem na forma de
microesclerécios em solos agricolas, ndo cultivados e florestais, causando prejuizo
econdbmico, embora haja espécies saprofitas e simbidticas (CAO et al.,, 2004;
GONZALEZ GARCIA et al., 2006; HUANG et al., 2012).

O género Rhizoctonia abrange fungos filamentosos, heterogéneos,
gue exibem caracteristicas parecidas quando estdo na forma reprodutiva assexuada

(anamorfica), no entanto a classificacdo das espécies ainda estd em estagio de
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desenvolvimento (GONZALEZ GARCIA et al., 2006).

Rhizoctonia solani em condi¢cdes laboratoriais desenvolve-se entre
25 e 30°C, no entanto apresenta maior severidade em solos Umidos com
temperaturas que desfavorecem seu hospedeiro (15 a 18°C) (KUROZAWA,; PAVAN,
2005). E capaz de atacar qualquer parte da planta em qualquer estagio fenolégico
(SAHARAN; MEHTA, 2007). As sementes infectadas ndo emergem, pois ha a
destruicdo e decomposicdo dos tecidos. Em mudas as lesdes ocorrem nas raizes,
hipocétilo e coroa por outro lado, o ataque as mudas ocorre, ou seja, em regides
préximas a superficie do solo (SICUIA et al., 2012) e apés a introducédo do patégeno
nos tecidos jovens e tenros da planta hospedeira ha formacdo de lesbes de
coloracdo variando de vermelho amarronzada a marrom que rapidamente se
expandem tornando-se marrom escuro ou até mesmo negra, por consequéncia pode
haver o anelamento do colo, murchamento e morte (LAMICHHANE et al., 2017).

O controle quimico pode ser realizado com pentacloronitrobenzeno
(PCNB), clorotalonil, benomil, tiofanato de metila, carboxina, mancozebe,
vinclozolina e iprodiona (LAEMMLEN, 2001). No entanto, a adogdo de diferentes
métodos de controle devem ser combinados: uso de sementes tratadas, cultivares
resistentes, rotacdo de culturas, nutricdo, solariza¢éo, controle quimico, biolégico ou
a associacado de ambos (CAO et al., 2004; LAMICHHANE et al., 2017).

2.3 BIOCONTROLE

O aumento da producdo de alimentos para suprir a demanda da
crescente populacdo mundial € um dos principais desafios do setor agricola, por isso
€ necesario reavaliar as estratégias e adequar as técnicas e tecnologias agricolas
tradicionais a um modelo sustentavel, que reduza os impactos ambientais
ocasionados pelo uso de agrotoxicos, aumentem a produtividade sem acréscimo
significativo das areas agricolas e reduzam do uso dos recursos naturais sem
prejudicar a qualidade dos produtos produzidos (DUKARE et al., 2011; CHAPARRO
et al., 2012; KUMAR et al., 2014; KAMAL et al., 2015).

A agricultura depende, em quase sua totalidade, de produtos
qguimicos para controle de pragas e doencas e tem tido bons resultados em diversas
culturas de importancia comercial (MONFIL; CASAS-FLORES, 2014; PATEL et al.,

2014). Nas ultimas décadas, o uso intensivo de agrotdxicos tem se intensificado
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devido a eficacia e a facilidade de utilizacdo (CAWOQY et al., 2011; KAMAL et al.,
2015).

O uso desregrado tem causado inducdo de resisténcia dos
patbgenos ao controle quimico, além de sérios problemas como a poluicdo dos
solos, rios, lagos e lencois freaticos, perda da fertiidade do solo, contaminacéo
acidental de trabalhadores, acumulo de residuos quimicos na cadeia alimentar,
toxidez em seres humanos, animais e microrganismos benéficos (CAWOY et al.,
2011; BHATTACHARJEE; UTPAL, 2014; KUMAR et al., 2014; MONFIL; CASAS-
FLORES, 2014; PATEL et al., 2014; BIRAH et al., 2014).

Nos ultimos 20 anos cientistas do mundo todo movidos pela pressao
social e interesse de empresas publicas e privadas, estdo buscando alternativas
fitossanitarias viaveis, seguras e eficazes (BHATTACHARJEE; UTPAL, 2014;
MONFIL; CASAS-FLORES, 2014). Uma delas é o controle bioldgico, ou biocontrole,
gue consiste em utilizar organismos vivos para minimizar qualquer efeito negativo ou
organismo prejudicial ao equilibrio ambiental & favor do ser humano (SABA et al.,
2012), utilizando das interacdes ecoldgicas a nivel uni e/ou pluricelular (KAMAL et
al., 2015).

O controle biolégico de doencas de plantas pode ser definido como
a interacdo entre o hospedeiro (planta), fitopatdbgeno e antagonistas em um
determinado ecossistema, sendo influenciados pelo ambiente. De forma que o (S)
antagonista (s) tem a capacidade de reduzir a producéo de inéculos ou limitar algum
processo determinante para a manifestacdo da doenca, tais como infecc¢éo,
crescimento, desenvolvimento e reproducao (MICHEREFF, 2008).

A denominacdo agente de biocontrole pode ser usada para
organismos microbianos antagonistas capazes de impedir ou suprimir o crescimento
de patégenos (KAMAL et al., 2015), além disso podem ativar mecanismos de defesa
do hospedeiro e indiretamente melhorar a qualidade das plantas (DUKARE et al.,
2011). As formulagbes comerciais que utilizam esses agentes sdo chamados de
biopesticidas, os quais sdo uma alternativa viavel, sustentavel e atéxica (CAWOY et
al., 2011; FRAVEL, 2005).

Os diferentes modos de acao dificultam a inducéo de resisténcia dos
agentes causais de doencas (CAWOY et al.,, 2011; FRAVEL, 2005) € uma opcéo
para incluir no manejo integrado e reduzir ou ate mesmo substituir os agrotéxicos
(CARRER FILHO et al., 2009; KAMILOVA, 2013) no cultivo sustentavel de tomate
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(WALIA et al.,, 2014). Podem ser utilizados em sementes, mudas e substrato
(ANITHA; RABEETH, 2009), aplicados via tratamento de sementes, biopriming, no
sulco de semeadura ou pulverizagao foliar (BHATTACHARJEE; UTPAL, 2014).

Existem formulagbes a base de bactérias dos géneros:
Agrobacterium, Pseudomonas, Streptomyces e Bacillus e fungos: Gliocladium,
Trichoderma, Ampelomyces, Candida e Coniothyrium (VINALE et al., 2008).

Embora sejam produtos promissores, sua participacdo na economia
ainda é timida se comparado aos agrotoxicos, no entanto o registro de bioprodutos
para controle de fitopatégenos no Brasil tem apresentado crescimento desde 2008.
Foram registrados 54 bioprodutos por 17 empresas nacionais, abrangendo
nematicidas, fungicidas e bactericidas, sendo a maioria composta por Trichoderma
spp. e Bacillus spp. (GUIMARAES et al., 2019).

A acado de alguns bioprodutos parece ser lenta se comparada aos
produtos quimicos (BORRISS, 2017). Por ser uma tecnologia relativamente nova
muitos estudos devem ser conduzidos. Principalmente em relacdo a compreensao
da biologia dos patdégenos e inimigos naturais, suas interacdes ecologicas, efeitos
dos fatores ambientais, desenvolvimento de formulacdes, prolongamento da vida util
dos bioagentes, melhoria dos mecanismos de biocontrole e a conexao entre os
resultados dos testes de eficiéncia em laboratério e a campo (CAWOY et al., 2011,
PATEL et al., 2014; KAMAL et al., 2015; WALIA et al., 2014).

Para o progresso da agricultura moderna, a melhoria da microbiota
do solo com bactérias benéficas para plantas € a maneira mais produtiva e nao
invasiva de aumentar a produtividade e a salude das plantas (FENDRIHAN et al.,
2016). A solucao seria o desenvolvimento das pesquisas, levando em consideracéo
a seguranca ambiental e social, especificidade, praticidade e econdémia, elaboracéo
de campanhas de marketing e a instrucdo de técnicos, agrobnomos e agricultures
(KAMILOVA, 2013; SHARMA et al., 2015).

2.4 TRATAMENTO DE SEMENTES COM BIOPRODUTOS

A utilizacdo de sementes de qualidade com elevadas porcentagens
de germinacgao e o alto vigor permitem que 0 processo germinativo ocorra de forma
rapida, homogénea e o aproveitamento de agua, luz e nutrientes seja eficiente, por

outro lado, se houver condicBes desfavoraveis em que a germinagdo se torne
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vagarosa as plantulas estardo sujeitas ao ataque de patdgenos e desenvolver com
mais dificuldade (BISEN et al., 2014).

A qualidade sanitaria das sementes também ¢é fator determinante
para alcancar a populacéo de plantas desejada (RAHMAN et al., 2008), assim como
o controle das doencas de solo, pois reduzem a germinacdo e limitam o potencial
produtivo da lavoura (BHATTACHARJEE; UTPAL, 2014). Portanto, o uso de
sementes tratadas evitam perdas de produtividade (BARROS; FURLAN, 2008).

O tratamento de sementes refere-se a adicdo de agrotédxicos,
bioprodutos, horménios e nutrientes as sementes antes da semeadura (PARISI;
MEDINA, 2013) com o objetivo de reduzir ou impedir a acdo de patdgenos, insetos
e nematoides (BIRAH et al., 2014).

E um método acessivel, pois representa 0,5 a 1 % do custo de
producdo, e preciso que pode suprimir ou reduzir os patégenos transmitidos via
sementes ou indéculos presentes no solo e proteger as sementes quando as
condi¢Bes ambientais sdo desfavoraveis ao longo da semeadura e estabelecimento,
garantindo germinagdo e vigor especificados na embalagem de comercializagéo
(GOULART, 2002; MACHADO et al., 2006; PARISI; MEDINA, 2013; BIRAH et al.,
2014; SHARMA et al., 2015).

Os bioprodutos foram inicialmente desenvolvidos para aplicacédo
foliar, no entanto resultados de pesquisas verificaram que a utilizagcdo no tratamento
de sementes contra patégenos de solos é eficiente (KOCH; ROBERTS, 2014), pois
0S microrganismos antagonistas sdo aderidos as sementes, local propicio para sua
atuacédo (O'CALLAGHAN, 2016).

A microbiolizacdo é uma técnica que se baseia em revestir as
sementes com microrganismos antagonistas a fim de controlar patégenos. Esse
método influencia positivamente a germinacdo de sementes e a performance das
plantulas (JUNGES et al.,, 2015). A adocdo de mais de uma espécie de
microrganismo na mesma formulacdo, quando compativeis, tém mostrado resultados
positivos (O’'CALLAGHAN, 2016).

2.4.1 Bacillus subtilis

O biocontrole de fitopatbgenos com espécies de bactérias benéficas

€ uma alternativa economicamente viavel (LANNA FILHO et al., 2010). Além disso,
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as formulagcdes com espéros de bactérias do género Bacillus sdo de facil
manipulacéo e conservacdo (FENDRIHAN et al., 2016; SHAFI et al., 2017).

A partir da germinagdo das sementes o embrido comega a
desenvolver o sistema radicular e ao emitir exudatos pelas raizes criam um
microambiente seletivo para certos tipos de microrganismos. As bactérias Bacillus
subtilis sdo gram-positivas, classificadas no reino Bacteria, filo Firmicutes,
beneficiam-se desses &cidos organicos e podem colonizar todos os 6rgdos das
plantas (LANNA FILHO et al., 2010; FENDRIHAN et al., 2016; FIRA et al., 2018).

Sao consideradas agentes de biocontrole eficientes contra varios
fitopatdgenos (SHAFI et al., 2017) pois protegem as plantas por meio da competicédo
por substrato ou nutrientes, producdo de antibiéticos (lipopeptideos, antibidticos e
enzimas) e inducdo de resisténcia da planta hospedeira (CAWOY et al.,, 2011,
FENDRIHAN et al., 2016; FIRA et al., 2018).

As bactérias promotoras de crescimento, tais como a espécie B.
subtilis sdo capazes de sintetizar mais de vinte tipos de antibiéticos (STEIN, 2005),
atenuar estresses abibticos (KAMILOVA, 2013), promover o crescimento das plantas
(SHAFI et al.,, 2017) devido a disponibilizacdo de nutrientes N, P, K e Fe
(SIVASAKTHI, 2014) e a producdo de fitohormdnios (auxinas e citocininas)
(FENDRIHAN et al., 2016). De acordo com os ultimos autores, a liberacdo de
hormdonios auxilia na germinacdo de sementes e emergéncia de plantulas.

A utilizacdo de diferentes espécies de Bacillus podem melhorar a
capacidade protetiva somente se 0s agentes biolégicos forem compativeis e
equilibradas de forma que nenhuma se sobressaia (SHAFI et al.,, 2017). Dessa
forma, existe potencial para o uso de B. subtilis, mas h& necessidade de mais
pesquisas sobre o assunto. A utilizacdo da tecnologia sera essencial para que novas
descobertas tenham efeitos diretos sobre a produtividade das culturas por meio de
cepas capazes de alterar o microambiente, com beneficios sobre a tolerancia aos

estresses bioticos e abioticos, melhorar a fertilidade do solo (HASHEM et al., 2019).
2.4.2 Trichoderma spp.
Os fungos do género Trichoderma quando estéo no estadio assexual

(conidios) pertencem ao reino Fungi, Filo Ascomycota, sub filo Pezizomycotina,

classe Sordariomycetes, sub classe Hypocreomycetidae, ordem Hypocreales,
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Familia Hypocreceae (INDEX FUNGORUM, 2019).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 90 espécies de fungos do
género Trichoderma, os quais crescem rapidamente e formam conidios de coloracao
verde, encontrados na maioria dos solos, principalmente agricolas e florestais (SABA
et al., 2012; SANDLE, 2014). Sua eficacia é conhecida desde 1920 (HARMAN,
2006). Excercendo eficiente biocontrole sobre fitopatdgenos de solo, tais como
fungos, bactérias e alguns invertebrados (VERMA et al., 2007; SCHUSTER;
SCHMOLL, 2010), e também patdégenos foliares e frutiferos (SHORESH et al.,
2010).

Os fungos deste género sdo considerados agentes de biocontrole
seguros, pois nao tem efeitos nocivos aos seres humanos, animais e organismos
benéficos (SABA et al., 2012; ADNAN et al., 2019). Podem ser produzidos a baixo
custo e em escala industrial para aplicacdo por pulverizacédo e imersédo (VINALE et
al., 2008). As espécies agricolas mais importantes sdo: Trichoderma harzianum, T.
koningii, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii, T. viren e T. viride (GAJERA et al.,
2013).

Podem ser micoparasitas, pois a medida em que se estabelecem em
um local produzem substancias responsaveis pela lise da parede celular de outros
fungos, exercendo a predacéo e/ou parasitismo (CAWOY et al., 2011). Além disso,
podem ativar diversos mecanismos de controle indireto: competicdo por espaco e
nutrientes, modificacdo das condicdes ambientais, producdo de enzimas com
funcdes antibidticas e a producdo de metabolitos secundarios (GAJERA et al.,
2013).

Os efeitos positivos dos diferentes metabdlitos secundarios
produzidos por espécies distintas de Trichoderma podem ser observados sobre a
germinacao, crescimento e desenvolvimento de plantas cultivadas, inclusive do
tomateiro (SANDLE, 2014).

Os metabdlitos secundarios ativam a expressdo de genes
responsaveis pelo estimulo do sistema de defesa vegetal e impulsionam a
resisténcia sistémica na planta contra microrganismos, amenizam 0S estresses
abidticos pelo fato de promover o crescimento do sistema radicular, atenuam dos
estresses oxidativos e fisiolégicos (envelhecimento das sementes). Melhoram a
disponibilidade, absor¢cdo de nutrientes, eficiéncia fotossintética e aumentam a
produtividade (BROTMAN et al., 2010; SHORESH et al., 2010; VINALE, et al., 2012;
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NAHER et al., 2014; HIDANGMAYUM; DWIVEDI, 2018).

Na literatura verifica-se resultados animadores quanto a eficacia de
espécies isoladas de Trichoderma contra Sclerotinia e Rhizoctonia (ADAMS, 1979;
MELO; FAULL, 2000; SHALINI; KOTASTHANE, 2007; ASAD et al., 2014). A espécie
Trichoderma harzianum produz metabdlito conhecido como acido harziano capaz de
inibir o crescimento desses patdgenos, induzir a resisténcia sistémica e favorecer a
germinacao de sementes de tomate (VINALE et al., 2014).

Uma das estratégias de controle € o consorcio entre dois isolados
compativeis, 0s quais tem potencializado a supresséo de esclerécios de Sclerotinia
(SINGH et al., 2014).
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3 ARTIGO A: Potencial fisiologico de sementes de tomate microbiolizadas com

bioprodutos e acéo protetora contra fitopatdgenos de solo.

3.1 RESUMO

A microbiolizacdo é um alternativa viavel para suprimir os patégenos de solo que
entram em contato com as sementes no inicio do desenvolvimento das plantas, no
entanto é necessario buscar estratégias para aprimorar o uso dos bioprodutos sem
comprometer o potencial fisioldgico das sementes. O trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da microbiolizacdo de bioprodutos contendo Bacillus subtilis e
Trichoderma spp. sobre a germinagédo, vigor e o0 potencial protetivo contra
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum em sementes de tomate. Para a
avaliacdo do potencial fisiologico de sementes adotou-se o0 delineamento
experimental inteiramente casualizado em fatorial 2x6 (2 cultivares e 6 suspensdes).
Duas cultivares de tomate: Santa Clara | 5300 e Santa Cruz Kada Paulista foram
microbiolizadas com seis suspensdes: 1- Trichoderma harzianum; 2- T. harzianum +
T. asperellum + T. koningiopsis; 3- Bacillus subtilis; 4- B. subtilis + T. harzianum; 5-
B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis; 6- testemunha. O
potencial de protecdo da microbiolizac&o contra fungos patogénicos foi verificado por
meio do teste de germinacdo das sementes microbiolizadas na presenca de
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani. A microbiolizacdo de sementes de
tomates ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ com suspensfes contendo
Trichoderma spp. tiveram melhor desempenho na manutencdo do potencial
fisiologico das sementes, além de apresentar acdo antagonista aos danos causados
por Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum. O tratamento B. subtilis + T.
harzianum é eficiente contra R. solani, no entanto reduz o potencial fisiol6gico das
sementes na auséncia dos fitopatogenos. Bacillus subtilis atrasa a germinacao,
porém visualmente apresenta efeitos protetivos aos fitopatdgenos avaliados.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Sclerotinia sclerotiorum. Solanum lycopersicum L.

Rhizoctonia solani. Trichoderma spp.

3.2 ABSTRACT

Microbiolization is a viable alternative to suppress soil pathogens that come into
contact with seeds at the beginning of plant development, however it is necessary to
look for strategies to improve the use of bioproducts without compromising the
physiological potential of the seeds. The objective of this work was to evaluate the
effects of microbiolization of bioproducts containing Bacillus subtilis and Trichoderma
spp. on germination, vigor and protective potential against Rhizoctonia solani and
Sclerotinia sclerotiorum in tomato seeds. To evaluate the physiological potential of
seeds, a completely randomized experimental design in a 2x6 factorial (2 cultivars
and 6 suspensions) was adopted. Two tomato cultivars: Santa Clara | 5300 and
Santa Cruz Kada Paulista were microbiolized with six suspensions: 1- Trichoderma
harzianum; 2- T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis; 3- Bacillus subtilis; 4-
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B. subtilis + T. harzianum; 5- B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T.
koningiopsis; 6- control. The protection potential of microbiolization against
pathogenic fungi was verified through the germination test of microbiolized seeds in
the presence of Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia solani. The microbiolization
of tomato seeds ‘Santa Clara | 5300 and ‘Santa Cruz Kada Paulista’ with
suspensions containing Trichoderma spp. had better performance in maintaining the
physiological potential of the seeds, in addition to presenting an antagonistic action to
the damages caused by Rhizoctonia solani and Sclerotinia sclerotiorum. The
treatment B. subtilis + T. harzianum is efficient against R. solani, however it reduces
the physiological potential of the seeds in the absence of phytopathogens. Bacillus
subtilis delays germination, but visually presents protective effects to the evaluated
phytopathogens.

Key-words: Bacillus subtilis. Sclerotinia sclerotiorum. Solanum lycopersicum.

Rhizoctonia solani. Trichoderma spp.

3.3 INTRODUGAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) destaca-se por ser uma das
hortalicas mais cultivadas e comercializadas no Brasil (FERRAZ CARVALHO et al.,
2014). O principal meio de propagacdo desta espécie € via sementes, por essa
razao o emprego de lotes de qualidade, com elevadas porcentagens de germinacao
e vigor permitem que o processo germinativo ocorra de forma rapida, uniforme e o
eficiente aproveitamento de agua, luz e nutrientes pelas plantulas. Por outro lado, se
houver condicbes desfavoraveis a germinacado torna-se lenta e as plantulas ficam
mais tempo suscetiveis ao ataque de fitopatégenos de solo (BISEN et al., 2014).

Assim como em todas as culturas, a producédo de tomates enfrenta
entraves e uma das medidas necessdrias para obtencdo de sucesso é o controle
das doencas (BAWA, 2016). Estes fitopatbgenos provocam perdas econdmicas
estimadas em 20% em todo mundo (PATEL et al., 2014). O controle das doencas de
solo é um fator determinante para alcancar a populacdo de plantas desejada e
garantir o potencial produtivo da lavoura (RAHMAN et al., 2008).

Apos a germinacgdo das sementes as plantulas estdo suscetiveis ao
tombamento ou damping off, causado por diversas espécies de fungos que atacam a
regido do colo, causando podriddes e consequentemente tombamento e a
deterioracdo das mudas (CAROLLO; SANTOS-FILHO, 2016). Além disso, a infeccao
das sementes antes da emergéncia provoca danos ao embrido e afeta a germinacao
e 0 estabelecimento em campo (CRAM; FRAEDRICH, 2009). Os fungos Rhizoctonia
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solani Kihn e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary sdo patégenos de solo
agressivos que infectam diversas espécies de plantas, inclusive o tomateiro,
causando os sintomas tipicos de dampping off (BOLAND; HALL, 1994; MELO;
FAULL, 2000; HEGEDUS; RIMMER, 2005; GONDAL et al., 2019).

Uma das medidas de controle é o tratamento de sementes com
agentes biolégicos, chamados de bioprotetores, os quais foram inicialmente
desenvolvidos para aplicacédo foliar, no entanto resultados de pesquisas constataram
que a utilizacdo no tratamento de sementes contra patdgenos de solos € eficiente
(KOCH; ROBERTS, 2014).

A microbiolizagcdo € uma técnica que se baseia em revestir as
sementes com microrganismos antagonistas a fim de suprimir a acdo dos
fitopatdgenos. Esse método influencia positivamente a germinacdo de sementes e a
performance das plantulas (JUNGES et al., 2015). A adocdo de mais de uma
espécie de microrganismo na mesma formulacdo, quando compativeis, tém
mostrado efeitos positivos (O’'CALLAGHAN, 2016).

As bactérias da espécie Bacillus subtilis e fungos antagonistas do
géneroTrichoderma sdo microrganismos presentes naturalmente no solo, capazes
de agir sobre a germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas, crescimento e
desenvolvimento vegetal, além da protecdo contra fitopatbgenos por meio da
ativacdo do metabolismo secundario das plantas (SAHARAN; NEHRA, 2011;
SANDLE, 2014; FENDRIHAN et al., 2016).

Estudos cientificos sobre o tratamento de sementes com
abordagens multidisciplinares devem ser realizados afim de buscar estratégias para
aprimorar o uso dos bioprodutos de maneira eficiente e segura. Portanto, o trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito da microbiolizacdo de bioprodutos contendo
Bacillus subtilis e Trichoderma spp. sobre a germinacao, vigor e o potencial protetivo

contra Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum em sementes de tomate.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laborat6rio de Sementes do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina. Para avaliagcdo do
potencial fisiolégico de sementes adotou-se o0 delineamento experimental

inteiramente casualizado em fatorial 2x6 (2 cultivares e 6 suspensdes). Sementes de
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tomates ‘Santa Clara | 5300 e ‘Santa Cruz Kada Paulista’, adquiridas
comercialmente sem tratamento quimico, foram microbiolizadas com seis
suspensdes provenientes de bioprodutos comerciais : 1 - Trichoderma harzianum (1
mL Ecotrich® 108 UFC); 2- T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis (1 mL
Blindage T®10° UFC); 3- Bacillus subtilis ( 1 mL Serenade®10° UFC) ; 4- B. subtilis
(0,5 mL Serenade® 10° UFC) + T. harzianum (0,5 mL Ecotrich® 1028 UFC); 5- B.
subtilis (0,5 mL Serenade® 10° UFC) + T. harzianum + T. asperellum + T.
koningiopsis (0,5 mL Blindage T®10° UFC); 6- testemunha (1 mL de agua destilada
e esterilizada).

As sementes (1,5 g) foram imersas em hipoclorito de sédio a 1% por
30 segundos, seguida de imersdo em &lcool 70% pelo mesmo periodo e por fim trés
lavagens consecutivas com agua destilada e esterilizada (Adaptado de JUNGES et
al., 2015), afim de garantir a assepsia. Posteriormente foram dispostas sobre papéis
mata borréo esterilizados, a temperatura ambiente, a fim de retirar 0 excesso de
umidade.

A microbiolizacdo foi realizada dentro de recipientes de acrilico
assépticos com capacidade para 20 mL. Um mililitro dos tratamentos ja
mencionados foi adicionado e incorporado a 1,5 g de sementes de tomate, com
auxilio de espatulas plasticas descartaveis, até o recobrimento total das sementes.
Logo apéds, foram dispostas sobre folhas de papel mata borrdo esterilizados a
temperatura ambiente, a fim de retirar o excesso de umidade, por um periodo de 12h
(adaptado de LUZ, 2001).

Os inoculos de Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum foram
obtidos no Laboratério de Fitopatogia da Universidade Estadual de Londrina, apés
incubagao por sete dias, no interior de placas de petri contendo meio de batata-
dextrose-agar (BDA) mantidas em germinador do tipo a 25°C e fotoperiodo de 12 h.
As sementes foram distribuidas dentro das placas de petri 12 h apés a
microbiolizacdo e mantidas em germinador do tipo Mangelsdof a 25 °C por 48h (R.
solani) e 120 h (S. sclerotiorum). O potencial protetivo das suspensdes contra o
tombamento pré-emergente foi verificado por meio do teste de germinacdo sobre
papel, avaliando-se oito repeticdes de 50 sementes por tratamento e os resultados
apresentados em porcentagem (BRASIL, 2009).

Para avaliar o potencial fisiologico das sementes foram realizadas

novamente a assepsia e a microbiolizacdo, conforme mencionado anteriormente. A
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germinacdo foi contabilizada por meio da avaliacdo de oito repeticbes de 50
sementes, distribuidas sobre uma folha de papel do tipo mata-borrdo (10,5 x 10,5
cm), no interior de caixas plasticas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), umedecida
com agua destilada e esterilizada na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel
seco. Todo material foi mantido em germinador regulado com fotoperiodo de 12h e
temperaturas alternadas de 20-30°C por 14 dias. A primeira contagem de
germinacao foi avaliada aos cinco dias apds a semeadura por meio da contagem de
plantulas normais e os resultados apresentados em porcentagem. A germinagao foi
computada da mesma maneira, porém no 14° dia (BRASIL, 2009).

Os testes de vigor foram conduzidos simultaneamente ao de
germinacdo, no entanto foram semeadas dez sementes por gerbox, com oito
repeticbes por tratamento. O comprimento das plantulas foi aferido com auxilio de
uma régua graduada em centimetros, avaliando-se as plantulas normais aos sete
dias apd6s a semeadura. Posteriormente, todo o material foi colocado em sacos de
papel e levado a uma estufa de circulacdo de ar forcado a 80°C por 24 h. A massa
seca foi avaliada pela pesagem em balanca analitica de precisdo, com resultados
computados em pg plantula’t (NAKAGAWA, 1999).

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e quanto a homocedasticidade pelo teste de Hartley. Posteriormente,
foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de significancia, as

médias dos tratamentos foram analisados pelo teste de Tukey (p=<0,05).
3.5 RESULTADOS

A tabela 3.5.1 apresenta os valores do quadrado médio referentes a
porcentagem de germinacao de sementes de tomates ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa
Cruz Kada Paulista’ microbiolizadas com suspensdes contendo Trichoderma spp.
e/ou Bacillus subtilis, com posterior contato com Rhizoctonia solani e Sclerotinia
sclerotiorum. Verificou-se interacdo significativa entre as suspensodes e as cultivares

guando em contato com ambos fitopatégenos.
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Tabela 3.5.1 - Analise de variancia com valores do quadrado médio referentes a
porcentagem de germinacao de sementes de tomates ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa
Cruz Kada Paulista’ microbiolizadas com bioprodutos, com posterior contato com
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

Quadrados médios

Fontes de variacdo

R. solani S. sclerotiorum
Suspensodes 2702,57** 2764,08**
Cultivares 216,00 5612,04**
Suspensdes*Cultivares 2748,30** 774,94**
C. V. (%) 24,48 9,92

**Significativo a 1% *Significativo a 5% (p<0,05); "s ndo significativo pelo teste F (p>0,05)

As sementes ‘Santa Clara | 5300’ pertencentes aos tratamentos
testemunha e B. subtilis + T. harzianum ao entrarem em contato com R. solani
germinaram e apresentaram desempenho superior aos demais. As sementes ‘Santa
Cruz Kada Paulista’ tratadas com suspensdes contendo B. subtilis + T. harzianum e
somente T. harzianum mostraram-se viaveis a manutencdo dessa caracteristica,
com excecgao da ultima, que ndo difere de B. subtilis (Tabela 3.5.2).

A microbiolizagdo com B. subtilis + T. harzianum favoreceu a
germinacao das sementes de ambas cultivares na presenca de Rhizoctonia solani.
Em contrapartida as suspensées T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis, B.
subtilis + T. harzianum e testemunha tiveram melhor performance quando em
contato com ‘Santa Clara | 5300’ (Tabela 3.5.2).

A microbiolizacdo com B. subtilis resultou em menores porcentagens
de germinacdo em relacdo aos demais tratamentos independentemente da cultivar,
faz-se uma ressalva para as suspensdes B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum +
T. koningiopsis e B. subtilis + T. harzianum que quando em contato com ‘Santa Cruz
Kada Paulista’ também tiveram o pior desempenho (Tabela 3.5.2).

As sementes Santa Cruz Kada Paulista apresentam porcentagens
de germinacao superiores a Santa Clara | 5300, exceto os tratamentos testemunha e
T. harzianum que expressam comportamento similar em ambas cultivares (Tabela
3.5.2).
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Tabela 3.5.2 - Interacdo entre suspensdes e cultivares sobre a germinacao (G%) de

sementes de tomate microbiolizadas com bioprodutos, em contato com Rhizoctonia

solani e Sclerotinia sclerotiorum. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

Santa Santa
Cruz
. Clara |

Suspensobes 5300 Kada

Paulista
R. solani

Trichoderma harzianum 22 Cb* 56 ABa

T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 29Ca 19Cb

Bacillus subtilis
B. subtilis + T. harzianum

32BCb 49 Ba
43 ABb 68 Aa

B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis 30 Ca 9Cb
Testemunha 46 Aa 18Cb
C. V. (%) 24,48
Santa Santa
Cruz
. Clara |
Suspensobes 5300 Kada
Paulista

S. sclerotiorum

Trichoderma harzianum
T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis
Bacillus subtilis
B. subtilis + T. harzianum
B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis
Testemunha

79 Aa* 84 Aa
73 Ab 80 ABa
37Cb 67Ca
52Bb 75BCa
50Bb 75BCa
74 Aa 78 ABa

C. V. (%)

9,92

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si nas colunas e minasculas diferem na

linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A tabela 3.5.3 apresenta os valores de quadrado médio das

variaveis primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (G%), comprimento

de plantulas (CP) e massa seca de plantulas (MSP) de sementes de tomates ‘Santa

Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ microbiolizadas com suspensodes

contendo Trichoderma spp. e/ou Bacillus subtilis. Por meio dela, € possivel observar

que houve interagdo significativa entre os fatores produto e cultivar para o

comprimento de plantulas, por outro lado, as suspensdes tiveram influéncia sobre

todas as caracteristicas analisadas. O comprimento e massa seca de plantulas

variaram de acordo com a cultivar.
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Tabela 3.5.3 - Analise de variancia com valores do quadrado médio para as
variaveis primeira contagem de germinacao (PCG), germinacéo (G), comprimento de
plantulas (CP) e massa seca de plantulas (MSP) ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz

Kada Paulista’ microbiolizadas com bioprodutos. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

Quadrados médios
PCG (%) G (%) CP (cm) MSP (ug)

Fontes de variacao

Suspensoes 980,94** 186,16* 0,00** 0,00**
Cultivares 301,04 0,01 0,04* 0,01**
Suspensodes*Cultivares 191,14 65,01" 0,00** 0,15
C.V. (%) 24,48 11,2 12,81 30,52

**Significativo a 1% *Significativo a 5% (p<0,05); "s n&o significativo pelo teste F (p>0,05)

O teste F indicou diferenca significativa na fonte de variacao
suspensao para a variavel germinacdo, no entanto ndo foi possivel distingui-la por
meio do teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. As sementes microbiolizadas
com B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis e B. subtilis
reduziram a PCG, por outro lado, as suspensbes contendo T. harzianum + T.
asperellum + T. koningiopsis e T. harzianum apresentaram as maiores PCG nao

diferindo de B. subtilis + T. harzianum e da testemunha (Tabela 3.5.4).

Tabela 3.5.4 - Primeira contagem de germinacdo de sementes (PCG) de tomates
‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ microbiolizadas com diferentes

suspensdes. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

Suspensofes PCG (%)
Trichoderma harzianum 63 A*
T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 56 AB
Bacillus subtilis 40 C

B. subtilis + T. harzianum 51 ABC
B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis 49 BC
Testemunha 56 AB

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

As sementes microbiolizadas com T. harzianum + T. asperellum + T.
koningiopsis e T. harzianum apresentaram os maiores comprimentos de plantulas da
cultivar Santa Clara, no entanto nao diferiram da testemunha. A cultivar Santa Cruz
apresentou plantulas menores todos os tratamentos em comparagédo a testemunha
(Tabela 3.5.5).
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A microbiolizacdo das sementes de tomate com as trés espécies de
Trichoderma potencializou o crescimento de plantulas Santa Clara | 5300 em relacéo
a Santa Cruz. Assim como a aplicagdo de Bacillus subtilis sobre as da cultivar Santa

Cruz em comparacao a Santa Clara (Tabela 3.5.5).

Tabela 3.5.5 - Interacdo entre suspensdes e cultivares para a variavel comprimento
de plantulas (CP) de tomates ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’

microbiolizadas com biorpodutos. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

CP (cm)
Suspensdes Santa Santa
Clara | Cruz
5300

Trichoderma harzianum 8,1 Ba* 7,4 Ba
T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 9,3 Aa 7,6 Bb
Bacillus subtilis 7,1 Bb 8,2 Ba
B. subtilis + T. harzianum 8,5 Ba 7,6 Ba
B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis 8,9 Ba 8,2 Ba
Testemunha 9,4 Aa 9,8 Aa

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si nas colunas e minasculas diferem na
linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

As plantulas ‘Santa Clara | 5300’ acumularam maior quantidade de
matéria seca se comparadas a ‘Santa Cruz Kada Paulista’. Em relacdo as
suspensdes, verifica-se que a microbiolizacdo com T. harzianum apresentou melhor
desempenho para MSP, em contrapartida houve reducdo da MSP quando as

sementes foram submetidas ao tratamento B. subtilis + T. harzianum (Tabela 3.5.6).
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Tabela 3.5.6 - Massa seca de plantulas (MSP) de tomates ‘Santa Clara | 5300’ e
‘Santa Cruz Kada Paulista’ microbiolizadas com bioprodutos. Londrina, Parand,
Brasil, 2020.

Cultivares MSP (ug)

Santa Clara | 5300 15,84 A*

Santa Cruz Kada Paulista 12,84 B

Suspensodes MSP

Trichoderma harzianum 17,36 A*

T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 15,79 AB
Bacillus subtilis 12,40 BC

B. subtilis + T. harzianum 10,99 C
B. subtilis + T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis 13,68 ABC
Testemunha 14,16 ABC

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

3.6 DIscussAo

A microbiolizagcdo de sementes de tomate com B. subtilis + T.
harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis reduziu a primeira contagem de
germinacao, provavelmente a associacdo dos metabdlitos sintetizados por essas
espécies provocaram fitotoxidade, com efeitos negativos sobre o comprimento de
plantulas ‘Santa Cruz Kada Paulista’ e ‘Santa Clara | 5300’. Os tratamentos
contendo B. subtilis + T. harzianum comprometeram o acumulo de massa seca has
plantulas de tomate. A utilizacdo de B. subtilis resultou na reducdo da primeira
contagem de germinacdo, comprimento e massa seca de plantulas. Em trabalho
realizado com sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) microbiolizadas
com espécies de Bacillus e Trichoderma, S& et al. (2019) verificaram que o
percentual germinativo das sementes tratadas com Bacillus spp. foi inferior a todos
os tratamentos, inclusive a testemunha.

A temperatura e a umidade adequadas para o desenvolvimento de
B. subtilis favoreceu o crescimento bacteriano e a producdo de compostos organicos
a ponto de reduzir a velocidade de germinacéo das sementes, pois tanto os fungos
do género Trichoderma quanto as bactérias B. subtilis produzem compostos
bioativos que atuam na producédo de horménios (LANNA FILHO et al., 2010; VINALE
et al., 2012). Os hormodnios devem ser sintetizados em baixa concentracdo para que
a atividade seja eficiente e benéfica, por outro lado, quando elevada pode acarretar
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efeitos indesejados as plantas, como atraso da germinacdo (TAIZ et al.,, 2017,
MARCOS-FILHO, 2015). Por esse motivo, 0 crescimento e o acimulo massa seca
de plantulas pode ter sido prejudicado. No entanto, a maioria dos resultados
encontrados na literatura indicam que os metabdlitos produzidos por essa espécie
de bactéria promovem rapida germinacdo e estimulo ao crescimento vegetal
(LANNA FILHO et al., 2010; ROMAGNA et al., 2019), o que nao foi encontrado neste
trabalho.

Carvalho et al. (2011) ao investigarem o comportamento de
sementes de feijdo-comum inoculadas com T. harzianum concentragdo 102 UFC
observaram efeitos negativos sobre o comprimento médio das raizes, identificando a
deterioracé@o da raiz pivotante durante a avaliagdo. Ha relatos que Trichoderma spp.
em condi¢cdes favoraveis utilizam as sementes como fonte de nutrientes, por
consequéncia ocorre a perda da viabilidade e posteriormente a morte das sementes
(JUNGES et al., 2015). Junges et al. (2017) ao estudarem o comportamento de
sementes de nabo forrageiro microbiolizadas com B. subtilis e Trichoderma spp.
verificaram o decréscimo da germinag¢do quando utilizada a suspenséo contendo os
esporos de Trichoderma. No presente estudo foram identificadas lesdes
semelhantes nos tratamentos que continham Trichoderma spp. em contato com 0s
fitopatdgenos, no entanto, a germinacao das sementes ainda foi superior aos demais
tratamentos.

Mesmo que diferentes cultivares pertencam a mesma espécie o
desempenho de cada uma quando cultivada em determinado ambiente ou exposta a
outros tratamentos € resultante de alteracbes gendtipicas propiciadas pelo
melhoramento genético. Além disso, o potencial fisiolégico das sementes podem
variar quanto aos lotes em que estdo inseridas, mesmo que a porcentagem de
germinacdo seja a mesma € possivel perceber alteracbes nas caracteristicas
relacionadas ao vigor (MARCOS FILHO, 2015). Por esses motivos o comprimento e
a massa seca de plantulas Santa Clara | 5300 destacou-se em comparagao a Santa
Cruz Kada Paulista, provavelmente ser uma cultivar mais moderna e produtiva,
derivada da ‘Santa Cruz Kada Paulista’. Esses resultados também podem indicar
gue a primeira cultivar é pouco influenciada por essas estirpes (ROCHA et al., 2017).

A microbiolizacéo e a inoculacdo com Trichoderma ainda apresenta
resultados contraditérios na literatura. Romagna et al. (2019) ao testarem T.

harzianum em sementes de tomate perceberam a redugdo do comprimento de
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plantulas. Por outro lado, Amaral et al. (2014) verificaram aumento da massa fresca
em relacédo a testemunha, porém néo houve diferencas significativas em relacao ao
comprimento de plantulas e massa seca de raiz. Junges et al. (2017) comprovaram
gue a microbiolizacdo com estirpes de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis
promovem o crescimento e desenvolvimento de plantulas. Melhoram o desempenho
das plantas e podem conter a acao de fitopatogenos (JUNGES et al., 2015).

Assim como os resultados sem a presenca do fitopatdgeno, a
microbiolizagdo de sementes de tomate com suspensdes contendo B. subtilis ndo
foram eficientes quando em contato com S. sclerotiorum, pelo fato de reduzir a
porcentagem de germinacdo, em oposi¢cdo todos os tratamentos que continham
somente Trichoderma spp. tiveram melhor desempenho.

Trichoderma spp. séo capazes de inibir o crescimento micelial de
fungos por meio da producdo de compostos nao volateis, a acdo antagonista ocorre
com maior eficiéncia em temperaturas entre 22 a 30°C (FIPKE et al., 2015). A
maioria das espécies, inclusive T. harzianum e T. asperellum sintetizam metabdlitos,
tais como b-1,3-glucanase, NAGAse, quitinase, fosfatase acida, proteases acidas e
alginato-liase, que prejudicam o crescimento e desenvolvimento dos fitopatégenos
(QUALHATO et al.,, 2013). Esses compostos conferem carater agressivo contra
outras espécies, desde que fornecidas condi¢cdes apropriadas de desenvolvimento
(MILANESI et al., 2013).

Em oposicdo ao baixo desempenho germinativo da microbiolizacéo
com suspensao contendo B. subtilis + T. harzianum na presenca de S. sclerotiorum,
a germinacdo das sementes de tomate microbiolizadas com o tratamento
mencionado foi maior quando em contato com o fitopatégeno R. solani.

Esse resultado sugere que o nivel da atividade antagbnica de
Trichoderma seja variavel de acordo com a espécie do fitopatbgeno (QUALHATO et
al., 2013). Os mesmos pesquisadores identificaram que T. harzianum e T.
asperellum séo antagonistas eficazes contra S. sclerotiorum, F. solani e R. solani,

corroborando as informacdes obtidas no presente trabalho.

3.7 CONCLUSOES

A microbiolizacdo de sementes de tomates ‘Santa Clara | 5300’ e

‘Santa Cruz Kada Paulista’ com suspensdes contendo Trichoderma spp. tiveram
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melhor desempenho na manutencdo do potencial fisiolégico das sementes, além de
apresentar acdo antagonista aos danos causados por Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum. O tratamento B. subtilis + T. harzianum é eficiente contra R.
solani, no entanto reduz o potencial fisiologico das sementes na auséncia dos
fitopatdgenos. Bacillus subtilis atrasa a germinacéo, porém visualmente apresenta

efeitos protetivos aos fitopatdgenos avaliados.
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4 ARTIGO B: Qualidade de frutos de tomateiros tratados com bioprodutos a base de

Trichoderma spp. e Bacillus subtilis.

4.1 RESUMO

Os bioprodutos a base de bactérias promotoras de crescimento Bacillus subtilis e
fungos do género Trichoderma spp. apresentam acao antagonista a patdgenos e
melhoram o desempenho das plantas. A acdo dos microrganismos pode ser
influenciada pelo tipo de solo de cultivo com consequéncias sobre a qualidade dos
frutos produzidos. O objetivo do trabalho foi verificar os impactos da microbiolizacéo
e aplicacdo via solo de bioprodutos a base de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis
sobre a qualidade fisico-quimica de tomates produzidos em solos argiloso e
arenoso. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado em fatorial 2x4x2 (2
cultivares, 4 suspensfes e 2 tipos de solo), com oito repeticdes por tratamento.
Sementes de duas cultivares (Santa Clara |1 5300 e Santa Cruz Kada Paulista) foram
microbiolizadas com formulagGes comerciais diluidas (suspensdes com 108 UFC)
contendo estirpes de Trichoderma harzianum (Ecotrich®); T. harzianum, T.
asperellum e T. koningiopsis (Blindage T®), Bacillus subtilis (Serenade®) e
testemunha (Agua destilada e esterilizada), e semeadas em bandejas plasticas.
Quando estavam prontas para o transplantio as mudas foram transferidas para
vasos contendo dois tipos de solo (argiloso e arenoso), com posterior inoculagdo dos
solos. Na maturacdo dos frutos, dois tomates por planta foram colhidos e a partir
deles determinadas as caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos: massa fresca
dos frutos (MF), diametros longitudinal (DL) e transversal (DT), sélidos sollveis totais
(SST), acidez titulavel (AT) e potencial hidrogenidnico (pH). O tipo de solo, as
suspensdes e as cultivares tiveram influéncia sobre as caracteristicas fisico-quimicas
dos tomates. O tipo de solo alterou o formato, porém néo influenciou a massa fresca.
‘Santa Cruz Kada Paulista’ apresenta maior sensibilidade as suspensfes. Houve a
reducdo da massa fresca e da relacdo SST/AT de tomates ‘Santa Cruz Kada
Paulista’ guando em contato com Trichoderma spp.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Qualidade fisico-quimica de tomates. Trichoderma

Spp.

4.2 ABSTRACT

Bioproducts based on Bacillus subtilis growth-promoting bacteria and fungi of the
genus Trichoderma spp. present antagonistic action to pathogens and improve plant
performance. The action of microorganisms can be influenced by the type of
cultivated soil with consequences on the quality of the fruits produced. The objective
of the work was to verify the impacts of microbiolization and application via soil of
bioproducts based on Trichoderma spp. and Bacillus subtilis on the physicochemical
guality of tomatoes produced in clayey and sandy soils. A completely randomized
2x4x2 factorial design (2 cultivars, 4 suspensions and 2 types of soil) was adopted,
with eight replicates per treatment. Seeds from two cultivars (Santa Clara |1 5300 and
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Santa Cruz Kada Paulista) were microbiolized with diluted commercial formulations
(suspensions with 108 CFU) containing strains of Trichoderma harzianum
(Ecotrich®); T. harzianum, T. asperellum and T. koningiopsis (Blindage T®), Bacillus
subtilis (Serenade®) and control (distilled and sterile water), and sown in plastic
trays. When they were ready for transplanting, the seedlings were transferred to pots
containing two types of soil (clayey and sandy), with subsequent soil inoculation. In
the ripening of the fruits, two tomatoes per plant were harvested and from them the
physical and chemical characteristics of the fruits were determined: fresh weight of
the fruits (MF), longitudinal (DL) and transversal (DT) diameters, total soluble solids
(SST), titratable acidity (AT) and hydrogenionic potential (pH). The type of saill,
suspensions and cultivars had an influence on the physicochemical characteristics of
tomatoes. The type of soil changed the shape, but did not influence the fresh mass.
‘Santa Cruz Kada Paulista’ is more sensitive to suspensions. There was a reduction
in the fresh weight and the SST/AT ratio of 'Santa Cruz Kada Paulista’ tomatoes
when in contact with Trichoderma spp.

Key-words: Bacillus subtilis. Tomatoes’ physicochemical quality. Trichoderma spp.

4.3 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € cultivado em todos os
continentes (STEVENS; WARE, 2018), é a segunda hortalica mais consumida no
mundo (VILLANUEVA, 2018), esta presente na dieta da populacdo (GASTELUM-
BARRIOS et al., 2011), pois é ofertado aos consumidores a um pre¢o acessivel em
algumas épocas, beneficiando todas as classes sociais (ABREU; BARCELOS,
2012).

O aumento da populacdo mundial demanda a producéo eficiente de
alimentos e € um dos principais desafios do setor agricola, por isso é necesario
reavaliar as estratégias e adequar as técnicas e tecnologias agricolas tradicionais a
um modelo sustentavel, que reduza os impactos ambientais ocasionados pelo uso
de agrotoxicos, aumentem a produtividade sem acréscimo significativo das areas
agricolas e reduzam o uso dos recursos naturais sem prejudicar a qualidade dos
produtos (DUKARE et al., 2011; CHAPARRO et al., 2012; KUMAR et al., 2014;
KAMAL et al., 2015).

Nos ultimos 20 anos cientistas do mundo todo, movidos pela
pressdo social e interesse de empresas publicas e privadas, estdo buscando
alternativas fitossanitarias viaveis, seguras e eficazes (BHATTACHARJEE; UTPAL,
2014; MONFIL; CASAS-FLORES, 2014). Uma delas € o controle biolégico, ou

biocontrole, que consiste em utilizar organismos vivos para minimizar o efeito
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negativo ou organismo prejudicial ao equilibrio ambiental a favor do ser humano
(SABA et al., 2012).

Os agentes de biocontrole sdo microrganismos antagonistas
capazes de impedir ou suprimir o crescimento de patégenos (KAMAL et al., 2015),
além disso podem ativar mecanismos de defesa do hospedeiro e indiretamente
melhorar a qualidade das plantas (DUKARE et al., 2011). As formula¢des comerciais
que utilizam esses agentes sdo chamados de biopesticidas, os quais sdao uma
alternativa viavel, sustentavel e atoxica (CAWOY et al., 2011; FRAVEL, 2005).

A rizobactéria promotora de crescimento Bacillus subtilis e as
espécies de fungos do género Trichoderma spp. sdo considerados agentes de
biocontrole e utilizados como bioprodutos, pelo fato de promoverem a ativagdo do
sistema de defesa vegetal (CHOWDAPPA et al., 2013).

Os metabdlitos secundarios, produzidos pelas plantas ao entrarem
em contato com esses microrganismos, ativam a expressao de genes responsaveis
pelo estimulo do sistema de defesa e impulsionam a resisténcia sistémica,
amenizam os estresses abioticos pelo fato de promover o crescimento do sistema
radicular, atenuacdo dos estresses oxidativos e fisiologicos (envelhecimento das
sementes), melhoram a disponibilidade, absorcdo de nutrientes, eficiéncia
fotossintética e aumentam a produtividade (BROTMAN et al., 2010; SHORESH et
al., 2010; VINALE, et al., 2012; NAHER et al., 2014; HIDANGMAYUM; DWIVEDI,
2018).

Os efeitos dos tratamentos com bioprodutos variam de acordo com a
espécie e cultivar, mas podem potencializar a formacéo e desenvolvimento de frutos
e melhorar a qualidade (KARAKUT; ASLANTAS, 2010). Pirlak e Kdse (2009) em
estudo sobre a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento via solo em
morangos verificaram aumento de solidos soluveis, aclcares e consequentemente a
reducdo da acidez titulavel, além disso, constataram que n&o ha efeitos significativos
em relacdo ao pH e massa fresca dos frutos.

O solo serve como alicerce para o desenvolvimento das plantas,
oferece nutrientes e retem a umidade, portanto é um dos inuUmeros fatores que
afetam a producgéo agricola (MAULE et al., 2001). Os diferentes tipos de solo e as
densidades influenciam o crescimento, desenvolvimento e o acumulo de biomassa
das raizes e da parte aérea (TRACY et al.,, 2013) e também os parametros de
gualidade de frutos (PASCALE et al. 2016).
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Pascale et al. (2016) em trabalho realizado com diferentes tipos de
solo, cultivares, fontes de nitrogénio e irrigacdo de tomates organicos perceberam
que os tomateiros cultivados em solos arenosos eram mais produtivos que nos
argilosos, por outro lado ha maior acimulo de matéria seca e acgucares (°brix) em
tomates produzidos em solos argilosos.

Estudos referentes a influéncia dos agentes de biocontrole sobre a
biologia dos vegetais em diferentes tipos de solo e os efeitos na qualidade de frutos
S80 escassos, porém importantes visto que S80 organismos seguros ao meio
ambiente. Portanto, os objetivos do trabalho foram (i) verificar o efeito do tipo de solo
na qualidade fisico-quimica de tomates (ii) verificar os efeitos da microbiolizacéo e
aplicacdo via solo de bioprodutos a base de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis
sobre a qualidade fisico-quimica de tomates produzidos em solos argiloso e

arenoso.

4.4 MATERIAL E METODOS

O cultivo dos tomateiros foi realizado em casa de vegetacao
localizada no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina, no
periodo de 4 de setembro a 24 de dezembro de 2018. Os dados de temperatura
foram coletados por monitoramento via datalogger portatil HT-500, posicionado no
centro da casa de vegetacdo a 2,5 m de altura do solo, a cada duas horas. As
temperaturas (°C) minima (tmin), média (tmed) e maxima (tmax) do periodo

experimental foram apresentados na figura 4.4.1.
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Figura 4.4.1 - Temperaturas (°C) minima (tmin), média (tmed) e maxima (tmax) ao

longo do periodo experimental. Londrina, Parana, Brasil, 2020.
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Amostras da camada superficial de 0 a 20 cm de profundidade de
solos pertencentes a Londrina-PR (Nitossolo), correspondendo ao tratamento solo
argiloso e Sapopema-PR (Argissolo), correspondendo ao solo arenoso, foram

submetidos a analise quimica, com os resultados apresentados na tabela 4.4.1.

Tabela 4.4.1 - Resultados da analise quimica de solos de amostras compostas
retiradas da camada superficial (0-20 cm) de solos pertencente a duas localidades:
Londrina-PR, Nitossolo (argiloso) e Sapopema-PR, Argissolo (arenoso). Londrina,
Parana, Brasil, 2020.

pH Mo Ca?* Mg% K* H+Al CTC P Cu Zn Fe Mn V%
(CaClz) gdm?® .......... cmole dm=B.iies . mg dm=3................ %

Argiloso 5,04 319 53 21 0,7 46 12,7 2542 13,72 3,94 102,33 298,57 63,39
Arenoso 4,9 234 61 32 01 509 145 2450 0,87 1,30 29,54 39,54 64,80

Vasos com capacidade para cinco quilogramas foram preenchidos
com solo argiloso e arenoso (64 vasos para cada tipo de solo) e distribuidos
aleatoriamente sobre dez bancadas de 2,5 m comprimento, 1 m de largura e 90 cm
de altura. Realizou-se a calagem com calcario dolomitico para elevar a saturacao de
bases para 70% e a adi¢cao de nutrientes afim de equiparar os solos.

As sementes de duas cultivares de tomate do grupo Santa Cruz,

sem tratamento quimico, foram adquiridas da empresa Isla. Inicialmente passaram
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por uma assepsia por meio da imersdo em hipoclorito de so6dio a 1% por 30
segundos, seguida de alcool 70% pelo mesmo periodo e por fim trés lavagens
consecutivas com 4gua destilada e esterilizada. Posteriormente, foram secas a
temperatura ambiente sobre papéis mata borrdo esterilizados (adaptado de
JUNGES, et al., 2015).

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em
um fatorial 2x4x2 (2 cultivares, 4 suspensodes e 2 tipos de solo), com oito repeticdes
por tratamento. Sementes de tomates ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada
Paulista’ foram microbiolizadas com formulagGes comerciais diluidas (108) contendo
estirpes de Trichoderma harzianum (Ecotrich®); T. harzianum + T. asperellum + T.
koningiopsis (Blindage T®), Bacillus subtilis (Serenade®) e testemunha (dgua
destilada e esterilizada).

A microbiolizacdo das sementes foi realizada dentro de recipientes
de plastico assépticos com 3 cm de diametro, contendo 1 mL de suspensdes de
Trichoderma spp. (Ecotrich® e Blindage T®) (Tabela 3.4.2) em agua destilada e
esterilizada na concentracdo de 108 UFC/mL, 1 mL de Serenade® (Bacillus subtilis)
com 10° UFC/mL e a mesma quantidade de &agua destilada e esterilizada
(testemunha) para 1,5 g de sementes. As sementes foram secas em temperatura

ambiente por 12 h sobre papéis mata borrdo esterilizados (adaptado de LUZ, 2001).

Tabela 4.4.2 - Caracteristicas dos bioprodutos comerciais contendo o0s

microrganismos antagonistas a base de Trichoderma spp. e Bacillus subtilis.

Tratamento Espécie C,oncentrfflga.o Formulacdo Empresa
(células viaveis)
10
Ecotrich® T. harzianum 1x10°" UFC/g de P6 molhavel Ballagro

produto comercial

T. harzianum +
1x101'UFC/mL de  Suspensao

Blindage T®  T. asperellum + . Biosul
produto comercial  concentrada
T. koningiopsis
o 9 ~
Serenade® B. subtilis linhagem  1x10° UFC/ g de Suspenséao Bayer

QST 713 ativo (13,68 g/L) concentrada

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas de 200 células
contendo substrato Carolina Soil® (a base de turfa, vermiculita e casca de arroz

carbonizada) e mantidas em casa de vegetacdo a temperatura ambiente e irrigacéo
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diaria por 20 dias, posteriormente as mudas foram transplantadas para os vasos
contendo dois tipos de solo (argiloso e arenoso), deixando-se apenas uma muda por
vaso.

A inoculacdo do solo iniciou-se uma semana apdés o transplantio das
mudas de tomateiro com a aplicacdo de 10 mL das suspensdes ao redor dos caules,
apos a irrigacao dos vasos, no periodo da manha, essa operacéao foi repetida uma
vez a cada sete dias, por quatro semanas.

A'irrigacgao foi realizada diariamente de forma manual afim de manter
0s vasos Umidos. As exigéncias nutricionais foram sanadas com a aplicacdo de 5,7 g
de 20-5-20 (N-P-K) por dez semanas consecutivas. Solu¢cdes a base de piretroide
(K-Othrine® sc 25) e sulfato de cobre (Cupro Dimy®) nas doses recomendadas
pelos fabricantes foram pulverizadas semanalmente, com intuito de controlar pragas
e doencas.

Apos a formacdo dos frutos houve necessidade da aplicacéo
localizada nos tomates com CaCl: e Borax para evitar distarbios fisioldgicas
(ALVARENGA, 2013). Alem disso, pulverizou-se fertilizante foliar para hortalicas
(Forth ®) na dose recomendada pelo fabricante, com frequencia semanal até a
colheita dos frutos.

Coletou-se dois tomates de cada planta, os quais foram identificados
e mantidos em camara fria (10°C) até adquirirem coloracao totalmente vermelha. As
andlises foram realizadas no Laboratorio de Analise de Frutas do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Estadual de Londrina (PR).

Foram determinadas as seguintes caracteristicas fisico-quimicas:
massa fresca de frutos (MF) utilizando-se balanca de precisdo digital; diametro
longitudinal (DL) e transversal (DT) aferidos com paquimetro analdgico; solidos
sollveis totais (SST) determinado em refratbmetro digital de bancada (Modelo
DR301-95, Kriuss Optronic, Alemanha), com resultados expressos em °Brix (ASSIS
et al., 2011).

A determinacao da AT e do pH foi realizada por titulagdo de 10 g de
polpa + 10 mL de &gua destilada com solucdo padronizada de NaOH 0,1N em
titulador potenciométrico digital (Modelo Tritoline Easy, Schott Gerate, Alemanha),
adotando-se como ponto final da titulacdo o pH=8,2 (ASSIS et al., 2011). Os
resultados foram expressos em porcentagem de acido citrico, % acido citrico = [mL
(NaOH) * N (NaOH) * 0,064 / 6] * 100.
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Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e quanto a homocedasticidade pelo teste de Hartley. Posteriormente,
foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de significancia, as

médias dos tratamentos foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.5 RESULTADOS

A tabela 4.5.1 apresenta os valores do quadrado médio referentes a
massa fresca (MF) (g), diametros longitudinal (DL) e transversal (DT) de tomates
Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ provenientes de sementes
microbiolizadas com bioprodutos, com posterior aplicagdo via solo. Verifica-se
interacdo significativa (p<0,05) entre os fatores: suspensdes e cultivares para MF,
DT e DL, e suspensfes e solos para DL. Isoladamente houve diferenca significativa

entre cultivares (MF e DL) e solos (DT).

Tabela 4.5.1 - Quadrados médios referentes as varidveis massa fresca (MF),
diametro longitudinal (DL) e diametro transversal (DT) de tomates ‘Santa Clara |
5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ provenientes de sementes microbiolizadas com
bioprodutos e posterior aplicacdo das suspensdes via solo. Londrina, Parana, Brasil,
2020.

Quadrados médios

Fontes de variacao

MF (g) DL (mm) DT (mm)
Cultivares 7322,78** 690,43** 7,47
Suspensdes 211,11 15,13™ 10,15
Solos 51,30™ 0,98 41,17*
Suspensdes*Cultivares 719,04* 20,51* 26,37**
Suspensdes*Solos 344,12" 23,14~ 13,22"
Cultivares*Solos 141,33 0,08 0,00"s
Suspensdes *Cultivares*Solos 718,95 0,00m 0,00m
C.V. (%) 12,64 4,62 4,77

**Significativo a 1% *Significativo a 5% (p<0,05); "s ndo significativo pelo teste F (p>0,05)

As suspensdes contendo Trichoderma spp. em solo argiloso
reduziram o diametro longitudinal, entretanto em arenoso nao houve diferenca entre
os tratamentos. A testemunha apresentou maior DL quando cultivada em solo

argiloso (Tabela 4.5.2).
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Tomates ‘Santa Clara | 5300’ apresentam maior DL do que ‘Santa
Cruz Kada Paulista’ independente das suspensfes utilizadas. A inoculacdo da
suspensao contendo as trés espécies de Trichoderma reduziu o DL de ‘Santa Cruz
Paulista’ (Tabela 4.5.2).

Tabela 4.5.2 - Interacéo entre os fatores: suspensdes e solos e produtos e cultivares
sobre a variavel didmetro longitudinal (DL) de tomates provenientes de sementes
microbiolizadas com bioprodutos e posterior aplicacdo das suspensdes via solo.

Londrina, Parand, Brasil, 2020.

~ DL (mm)
suspensdes -

argiloso arenoso

T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 56,63 Ba* 57,19 Aa

Trichoderma harzianum 56,25 Ba 57,06 Aa

B. subtilis 58,56 ABa 57,63 Aa

Testemunha 60,13 Aa 57,69 Ab
suspensdes Santa Clara | Santa .Cruz

5300 Paulista

T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 60,25 Aa 53,56 Bb
Trichoderma harzianum 59,94 Aa 54,00 ABb

Bacillus subtilis 59,25 Aa 56,38 Ab

Testemunha 59,48 Aa 56,50 Ab

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si has colunas e minasculas diferem na
linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A microbiolizagdo e a inoculagdo das suspensdes no solo néo
afetaram o acumulo da massa fresca de cada cultivar, no entanto os produtos a base
de Trichoderma promoveram a reducao desta caracteristica em tomates ‘Santa Cruz

Kada Paulista’ se comparadas a ‘Santa Clara | 5300’ (Tabela 4.5.3).

Tabela 4.5.3 - Interagdo entre os fatores suspensdes e cultivares sobre a massa
fresca (MF) de tomates provenientes de sementes microbiolizadas com bioprodutos

e posterior aplicacéo das suspensdes via solo. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

MF (g)
suspensoes Santa Clara | Santa Cruz
5300 Paulista
T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 127,00 Aa* 102,95 Ab
Trichoderma harzianum 125,70 Aa 103,29 Ab
Bacillus subtilis 123,82 Aa 115,19 Aa
Testemunha 115,81 Aa 109,12 Aa

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si nas colunas e minusculas diferem na
linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Os tomates ‘Santa Clara | 5300’ quando n&o receberam o tratamento
com as suspensdes (testemunha) apresentaram diametro transversal menor do que
‘Santa Cruz Kada Paulista’, em oposi¢cdo, quando microbiolizados n&o foram
visualizadas diferengas entre cultivares. O tipo de solo influenciou o diametro
transversal, de forma que os tomates provenientes de solo arenoso mostraram-se

maiores do que o argiloso (Tabela 4.5.4).

Tabela 4.5.4 - Interacao entre suspensdes e cultivares e efeito isolado do fator solos
sobre a variavel diametro transversal (DT) de tomates provenientes de sementes
microbiolizadas com suspensdes contendo microrganismos e posterior aplicacdo das

suspensdes via solo. Londrina, Parana, Brasil, 2020.

DT (mm)
Suspensodes Santa Clara | Santa Cruz
5300 Paulista
T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 62,38 Aa* 61,88 Aa
Trichoderma harzianum 63,00 Aa 61,44 Aa
Bacillus subtilis 62,19 Aa 64,13 Aa
Testemunha 60,94 Ab 63,50 Aa
Solos DT
Argiloso 61,73 B
Arenoso 62,91 A

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si has colunas e minasculas diferem na
linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A tabela 4.5.5 apresenta os valores do quadrado médio referentes
ao potencial hidrogenidnico (pH), solidos sollveis totais (SST), acidez titulavel (AT) e
razdo SST/AT de tomates ‘ Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’
provenientes de sementes microbiolizadas com bioprodutos, com posterior aplicacao
via solo. Verifica-se interacdo significativa (p<0,05) entre os fatores: suspensdes e
cultivares para razdo SST/AT, e suspensdes e solos para pH. Isoladamente houve
diferenca significativa entre cultivares (AT e razdo SST/AT) e suspensdes (SST). As
diferencas entre as médias dos teores de SST foram significativos pelo Teste F
(p<0,05), porém néo perceptiveis pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 4.5.5 - Quadrados médios referentes as variaveis massa fresca (MF),
diametro longitudinal (DL) e diametro transversal (DT) de tomates ‘Santa Clara |
5300’ e ‘Santa Cruz Kada Paulista’ provenientes de sementes microbiolizadas com
bioprodutos e posterior aplicacdo das suspensdes via solo, Londrina, Parana, Brasil,
2020.

Quadrados médios

S AT ~
Fontes de variacéo oH : oSBSri-I)-() (% é_cido SRSa-?/iqr
citrico)

Cultivares 0,010 0,00 0,027** 18,85**
Suspensdes 0,046" 0,48* 0,128 9,00m™
Solos 0,007 0,56 0,003 0,053
Suspensdes*Cultivares 0,022"s 0,28 0,001 6,74*
Suspensdes*Solos 0,116** 0,03"s 0,006 4,16™
Cultivares*Solos 0,001 0,88 0,000 0,00
Suspensdes *Cultivares*Solos 0,034"s 0,48 0,001"s 0,00
C.V. (%) 3,17 8,1 13,54 14,84

**Significativo a 1% *Significativo a 5% (p<0,05); "> n&o significativo pelo teste F (p>0,05)

A suspensao contendo Trichoderma harzianum em solo argiloso
promoveu o desenvolvimento de tomates menos acidos (maiores valores pH). Nao
houve diferencas entre os tratamentos em solo arenoso, porém quando inoculado
com T. harzianum os frutos apresentaram-se mais acidos do que no argiloso (Tabela
4.5.5).

Os tomates ‘Santa Cruz Kada Paulista’ apresentam maiores valores

de acidez titulavel se comparada a Santa Clara | 5300 (Tabela 4.5.6).

Tabela 4.5.6 - Potencial hidrogenibénico (pH) e acidez titulavel (AT) de tomates
provenientes de sementes ‘Santa Clara | 5300° e ‘Santa Cruz Kada Paulista’

microbiolizadas com biorpodutos e posterior aplicacdo das suspensodes via solo.

Suspensodes . PH
Argiloso Arenoso
T. harzianum +T. asperellum + T. koningiopsis 4,05 Ba* 4,13 Aa
Trichoderma harzianum 4,27 Aa 4,08 Ab
Bacillus subtilis 4,15 ABa 4,17 Aa
Testemunha 4,08 Ba 4,14 Aa

Cultivares AT (% de acido citrico)
Santa Clara | 5300 0,45B

Santa Cruz Kada Paulista 0,48 A




54

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si nas colunas e mindsculas diferem na
linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

N&o houve diferenca significativa entre as suspensfes dentro de
cada cultivar. O desempenho da maioria das suspensdes foi semelhante para ambas
cultivares, no entanto o tratamento T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis
apresentou menor relagdo SST/AT, prejudicando o sabor dos tomates ‘Santa Cruz
Kada Paulista’ (Tabela 4.5.7).

Tabela 4.5.7 — Razao entre os teores de solidos solUveis totais (SST) e acidez
tutuldvel (AT) de tomates provenientes de sementes ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa
Cruz Kada Paulista’ microbiolizadas com biorpodutos e posterior aplicagcdo das

suspensdes via solo, Londrina, Parana, Brasil, 2020.

Razdo SST/AT

Santa Santa Cruz

Suspensoes Clara | Kada
5300 Paulista
Trichoderma harzianum 10,32 Aa 10,49 Aa
T. harzianum + T. asperellum + T. koningiopsis 11,56 Aa 9,49 Ab
Bacillus subtilis 10,22 Aa 9,69 Aa
Testemunha 10,74 Aa 10,08 Aa

*Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si nas colunas e minasculas diferem na
linha pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

4.6 DISCUSSAO

A qualidade dos frutos de tomate é influenciada por diversos fatores,
dentre eles, a disponibilidade de agua e o tipo de solo (PATANE; CONSENTINO,
2010). A agua proveniente da chuva ou irrigacao penetra no solo e fica disponivel
formando um reservatorio capaz de garantir a movimentacdo e a troca de umidade
entre os vegetais, superficie do solo e atmosfera permitindo o transporte de agua
pelas plantas e a solubilidade de nutrientes, fatores essenciais para o crescimento e
desenvolvimento dos tomateiros (LEGATES et al., 2010). A porgéo de agua extraivel
€ a que vai determinar a produtividade da cultura, de forma que quanto menor o teor
de umidade disponivel maior a dificuldade de absor¢éo pelas raizes. Nesta situacao,
o déficit hidrico torna-se limitante a producao, principalmente se o tempo de duracao
do estresse for prolongado, pois prejudica a redistribuicdo de fotoassimilados para
os frutos (CARLESSO, 1995; SENEVIRATNE et al., 2010).

A textura é uma propriedade do solo que deve ser levada em



55

consideracdo nas acfes de manejo pelo fato de interferir sobre o arejamento,
retencdo de agua e disponibilidade de nutrientes (FREITAS et al., 2014). De acordo
com Geroy et al. (2011) a retencdo de agua é influenciada pela textura do solo.
Solos arenosos sdo porosos (maior relagdo macroporos X microporos) e por isso
apresentam baixa retencéo de agua e nutrientes (permeaveis e drenaveis), por outro
lado, as perdas por evapotranspiracdo sao reduzidas. Em contrapartida, os arenosos
apresentam caracteristicas opostas (ARROBAS; PEREIRA, 2009; MOLINE et al.,
2013).

As diferencas tornam-se mais pronunciadas quando os tomateiros
sdo submetidos a temperaturas elevadas de cultivo, segundo Montanher e
Espindula (2017) a agua apresenta calor especifico aproximadamente cinco vezes
maior do que o solo, pelo fato dos argilosos reterem mais umidade necessitam de
quantidade superior de energia para aquecer a superficie, se comparado a um
arenoso, e por isso tendem ser mais amenos.

A massa fresca, formato e o didmetro longitudinal sdo parametros
utilizados para classificar os tomates em lotes homogéneos para a comercializagao
(CEAGESP, 2000; KOETZ et al., 2010). No presente trabalho foi possivel verificar
gue o solo argiloso favoreceu o aumento do diametro longitudinal dos tomates e o
arenoso o didmetro transversal, ndo havendo diferencas em relacdo a variavel
massa fresca. Provavelmente porque os tomateiros foram cultivados com umidade
acima da capacidade de campo, disponibilizada em quantidades e momentos
adequados, resultando em um bom desenvolvimento.

As cultivares pertencentes ao grupo Santa Cruz: Santa Cruz Kada
Paulista e Santa Clara | 5300 apresentam potencial para massa média de frutos de
89 g e 215 g, respectivamente (ALVARENGA et al.,, 2013). Essa tendéncia €&
observada no presente estudo e indicam que os tomates Santa Clara sdo maiores
gue Santa Cruz, embora n&o tenha atingido 200 g.

A umidade do solo promove alterac¢des fisico-quimicas que afetam o
sabor e a qualidade dos tomates e seus subprodutos, hd o acréscimo da massa
média, tamanho, forma e suculéncia, em oposi¢do ha a reducéo da acidez e sélidos
solluveis totais decorrente da dissolucdo de agucares e acidos presentes nos frutos
(BIRHANU; TILAHUN, 2010; OZBAHCE; TARI, 2010; SHIRAHIGE et al., 2010).

Diversas pesquisas tem identificado diferengas entre cultivares em

relacdo ao teor de sdlidos soluveis, acidez titulavel, pH, razdo SS/AT e
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cromaticidade (MATTEDI et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2013; ARAUJO et al.,
2014). Mattedi et al. (2011) ao avaliarem 29 genatipos identificaram varia¢cdes no pH
entre 3,78 e 5,09, sdlidos soluveis 2,73 e 4,73 °brix, acidez titulavel 0,35 e 0,62%,
valores semelhantes aos encontrados no presente estudo.

Estudos tem confimado que as espécies de Trichoderma provocam
aumento consideravel da porcentagem de frutos extragrandes em até 76% e
acréscimo de 11% no teor de soélidos soluveis (NZANZA et al., 2011). Jamal Uddin et
al. (2016) verificaram variagcdes no comprimento dos frutos entre 46,2 a 57,8 mm,
diametro 58,2 e 69, 7 mm, massa fresca 95,2 a 132 g por tomate. Os resultados
desta pesquisa apontam que a cultivar Santa Cruz Kada Paulista € mais sensivel ao
uso das suspensfes a base de Trichoderma, pois houve a reducdo do diametro
longitudinal e da massa fresca. O diametro longitudinal dos tomates cultivados em
solo argiloso foi reduzido com Trichoderma spp.

Trichoderma spp. ao entrar em contato com as raizes das plantas
por meio de sinais quimicos e hormonais, favorecem as interacdes biologicas
capazes de penetrar no sistema radicular tanto externa como internamente
(MUKHERJEE et al, 2012). Em concentracbes acima de 10° estimulam o
metabolismo secundéario das plantas a produzir enzimas envolvidas no estresse
oxidativo, tais como a peroxidase, acido salicilico e jasménico, além da biossintese
de etileno e outros metabdlitos envolvidos na fotossintese, fotorrespiracdo e
metabolismo de carboidratos, o que confere resisténcia a fatores bibticos e abiéticos
(SEGARRA et al., 2007). A redistribuicdo de fotoassimilados para a protecdo da
planta pode resultar em reducdo da energia disponivel para a producdo de frutos
(TAIZ et al., 2017).

Além disso, as variacdes das caracteristicas fisico-quimicas entre
cultivares sdo ocasionadas pela diversidade genética, ou seja, cada genotipo
responde diferentemente & mesma condi¢cdo de cultivo (SHIRAHIGE et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2013).

Mesmo assim pode ser utilizado como fertilizante biolégico em locais
com historico de fitopatdogenos, pois além de reduzir a severidade de diversos
fitopatégenos, estimula o crescimento radicular, a captacdo de mais agua e
nutrientes (JAMAL UDDIN et al.,, 2016), aumenta a biomassa acumulada na parte
aérea, raizes e consequentemente o crescimento, desenvolvimento dos tomateiros e

o teor nutricional dos frutos devido a producdo de metabdlitos (NZANZAA et al.,
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2011). Por esse motivo pesquisas sobre o desempenho de cultivares devem ser
desenvolvidas.

As bactérias B. subtilis estimulam o crescimento e o acumulo de
biomassa do sistema radicular, a captacdo de agua e nutrientes tona-se mais
eficiente e consequentemente ha aumento do nimero de frutos por planta, além
disso os tomates produzidos tem suas dimensfes aumentadas, ficam maiores e
mais pesados, embora o estimulo se inicie nas raizes provavelmente hd uma via de
sinal que interliga o crescimento, desenvolvimento e maturagéo dos frutos (MENA-
VIOLANTE; OLALDE-PORTUGAL, 2007).

4.7 CONCLUSOES

O tipo de solo, as suspensfes e as cultivares tiveram influéncia
sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos tomates. O tipo de solo alterou o
formato, porém ndo influenciou a massa fresca. ‘Santa Cruz Kada Paulista’
apresenta maior sensibilidade as suspensdes. Houve a reducdo da massa fresca e
da relacdo SST/AT de tomates ‘Santa Cruz Kada Paulista’ quando em contato com

Trichoderma spp.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O mercado consumidor tem mudado os padroes de consumo de
alimentos e cada vez mais pessoas tém aderido a alimentacdo saudavel, tal fato,
associado a preocupacdo com o meio ambiente tem pressionado a reducdo do uso
de agrotéxicos, essa tendéncia abrange tanto o cenario nacional quanto o
internacional. Produtores rurais, agrdnomos, pesquisadores, instituicdes publicas e
privadas sao eventualmente confrontados sobre o assunto e como consequéncia
necessitam se reinvenventar, tracar estratégias e alterar a maneira de produzir os
alimentos.

Os fitopatdbgenos comprometem a sanidade das sementes e plantas
de tomate ao longo do ciclo. Sdo capazes de reduzir a germinacdo, o estande, a
produtividade e causar prejuizos econdmicos a cadeia produtiva. Rhizoctonia solani
e Sclerotinia sclerotiorum sdo fungos patogénicos que comprometem o
desenvolvimento de plantulas devido a infeccdo da regidao do caule, ao progredir
resulta no tombamento ou damping off. Quando a semeadura ocorre em solo ou
substrato com altas taxas do in6culo as sementes sdo atacadas, ocorre a
deterioracdo e posteriormente a perda da viabilidade, por esse motivo prejudicam a
germinacao das sementes e impedem a emergéncia das plantulas.

Uma das alternativas economicamente viaveis e ecologicamente
corretas para combater os fitopatogenos é a adocdo do controle bioldgico de
doencas de plantas, a qual leva em consideracdo a interacdo entre os patégenos,
hospedeiro e antagonistas sob influéncia do ambiente.

Cientistas do mundo todo tem descoberto microrganismos
antagonistas eficazes afim de reduzir os indculos de patégenos por meio de diversos
mecanismos, tais como, a antibiose, competicdo, parasitismo, predacédo e inducdo
de resisténcia, além da acdo promotora de crescimento das plantas. InUmeras
formulacdes sdo lancadas no mercado de produtos biolégicos, embora exista uma
demanda crescente pelos bioprodutos a utilizacdo ainda tem pouca expressao se
comparada aos agrotoxicos.

Os fungicidas biol6gicos podem ser aplicados diretamente no solo,
pulverizados sobre o dossel ou por meio da microbiolizacdo de sementes. Em muitas
dessas formulacdes estdo presentes os fungos do género Trichoderma spp. e as

bactérias Bacillus subtilis, conhecidos pelo potencial de reducdo de inoculos de



59

fitopatdgenos por meio da producdo de metabdlitos e a promocado de crescimento
vegetal.

Estudos sobre essa tematica devem ser realizados, visto que, por
tratar-se de microrganismos a eficiéncia da acdo antagonista pode ser variavel.
Neste trabalho verificou-se que tomates ‘Santa Clara | 5300’ e ‘Santa Cruz Kada
Paulista’ apresentam respostas diferentes aos tratamentos com bioprodutos, com
maior ou menor sensibilidade e potencial protetivo dependendo do gendtipo.

A microbiolizagdo de sementes de tomates ‘Santa Clara | 5300 e
‘Santa Cruz Kada Paulista’ com suspensdes contendo Trichoderma spp. tiveram
melhor desempenho na manutencdo do potencial fisiolégico das sementes, além de
apresentar acdo antagonista aos danos causados por Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum. O tratamento B. subtilis + T. harzianum é eficiente contra R.
solani, no entanto reduz o potencial fisiolégico das sementes na auséncia dos
fitopatdgenos. Bacillus subtilis atrasa a germinacdo, porém visualmente apresenta
efeitos protetivos aos fitopatégenos avaliados.

O tipo de solo, as suspensfes e as cultivares tiveram influéncia
sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos tomates. O tipo de solo alterou o
formato, porém ndo influenciou a massa fresca. ‘Santa Cruz Kada Paulista’
apresenta maior sensibilidade as suspensdes. Houve a reducdo da massa fresca e
da relacdo SST/AT de tomates ‘Santa Cruz Kada Paulista’ quando em contato com
Trichoderma spp.

Ainda ha um longo caminho pela frente em relacdo a novas
descobertas de potenciais antagonistas, dos metabdlitos produzidos por eles e sua
acdo benéfica para as plantas, sobre 0 modo de aplicacdo, o manejo levando em
consideracao especificidade entre culturas, cultivares, tipo de solo, modo de cultivo
afim de potencializar a eficiéncia dos bioprodutos, sem perder o equilibrio do
ecossistema. E o mais importante é que as informac¢des obtidas por meio das
pesquisas cheguem ao alcance dos produtores rurais e que a sociedade possa se
beneficiar delas.

Mesmo com respostas positivas em relacdo a utilizacdo de
bioprodutos a base de Bacillus subtilis e Trichoderma spp. mais pesquisas devem
ser conduzidas, principalmente aquelas referentes a concentracdo das suspensdes
contendo microrganismos capazes reduzir ou suprimir a acdo de patdbgenos em

condi¢cbes de campo, sem perder a qualidade dos frutos produzidos.
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