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INTERACAO DE ISOLADOS DE Trichoderma spp. E PREPARADOS
HOMEOPATICOS: ESTUDO IN VITRO E NO DESENVOLVIMENTO INICIAL

DO TOMATEIRO-CEREJA

Autor: DANILO VIEIRA CARDOZO FRANCA
Orientador: Prof. Dr. FABRICIO ROSSI
Co-orientadora: Profa. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER

RESUMO

Os fungos do género Trichoderma sdo encontrados habitando a rizosfera das
plantas, atuando como agentes de controle biolégico e promotores de
crescimento vegetal. Os preparados homeopéticos apresentam potencial de
auxiliar as plantas no seu desenvolvimento vegetativo, favorecendo a
adaptacdo as condicdes climéaticas e a absor¢cdo de nutrientes. A interacédo
entre técnicas que visem a sustentabilidade do sistema produtivo € um dos
principios da visao sistémica agroecoldgica. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a interacdo de isolados de Trichoderma spp. e dos preparados
homeopaticos Carbo vegetabilis 6CH e Phosphorus 6CH in vitro e no
desenvolvimento inicial do tomateiro-cereja. Os isolados de Trichoderma spp.,
obtidos em laborat6rio a partir de amostras de solo, foram submetidos a testes
in vitro para avaliacdo da producdo de acido indolacético e solubilizacdo de
fosfato. Os isolados selecionados foram analisados em relagéo ao crescimento
micelial, esporulacdo e germinacdo de esporos sobre influéncia dos

tratamentos homeopaticos (Carbo vegetabilis 6CH e Phosphorus 6CH). O



delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados em esquema
fatorial, sendo trés isolados de Trichoderma, e a auséncia da aplicacdo de
Trichoderma spp. e trés substancias dinamizadas (Phosphorus 6CH e Carbo
vegetabilis 6CH) e sem preparado homeopético (SPH), no qual foi utilizado o
alcool 30% (veiculo das diluicbes), com cinco repeticbes. Foram coletados
dados semanais de altura das plantas e diametro do caule. No final do
experimento, aos 42 dias apods transplantio, foram determinados o niumero de
folhas, o indice de éarea foliar, a massa fresca e seca da parte aérea e do
sistema radicular. As folhas e o caule secos e moidos foram encaminhados
para andlise de composicdo quimica. Os testes in vitro demonstraram que dois
isolados produziram acido indolacético e quatro isolados foram superiores na
solubilizacdo de fosfato. Foi observado também que Phosphorus aumentou a
velocidade do crescimento micelial de Trichoderma e influenciou positivamente
na producdo de esporos dos isolados. O tratamento Carbo vegetabilis
proporcionou aumento do namero de conidios germinados para o isolado
Trichoderma “F”. No experimento com tomateiro-cereja verificou-se que a
utilizacdo dos tratamentos nao influenciou diretamente na altura das plantas,
mas foi observado interacdo entre Trichoderma e preparados homeopaticos no
aumento do didmetro do caule. Também foi observado que Trichoderma “R”
promoveu um maior indice de area foliar e massa fresca e seca das folhas. O
tratamento Carbo vegetabilis 6CH proporcionou incremento das raizes das
plantas. Os isolados de Trichoderma e o0s preparados homeopaticos

influenciaram o tomateiro-cereja na absorgéo de nutrientes do solo.



INTERACTION OF Trichoderma spp. ISOLATES AND HOMEOPATHIC
PREPARATIONS: IN VITRO STUDY AND DEVELOPMENT OF CHERRY
TOMATO.

Author: DANILO VIEIRA CARDOZO FRANCA
Adviser: Prof. Dr. FABRICIO ROSSI
Co-adviser: Prof. Dr. KATIA CRISTINA KUPPER

ABSTRACT

The fungi of genus Trichoderma are found inhabiting the rhizosphere of plants
acting as biological control agents and plant growth promoters. The
homeopathic preparations have the potential to assist the vegetative
development, promoting adaptation to climate conditions and absorption of
nutrients. The interaction between techniques that aim the sustainability of the
production system is one of the principles of agroecological view. This study
aimed to evaluate the interaction of Trichoderma spp. and homeopathic
preparations in vitro and initial development of cherry tomato. The isolates of
Trichoderma spp., obtained in the laboratory from soil samples, were subjected
to in vitro assays for evaluating the production of indoleacetic acid and
phosphate solubilization. The selected isolates were analyzed in relation to
mycelial growth, sporulation and germination of spores under the influence of
homeopathic treatments (Carbo vegetabilis 6CH and Phosphorus 6CH). In the
experiment with cherry tomato, were compared the plant height, stem diameter,
fresh and dry shoot, root, leaves and stems, also was determined the leaf area,
chemical composition found in the shoot using homeopathic treatments Carbo
vegetabilis 6CH and Phosphorus 6CH, such as Trichoderma “F”, “R” and
Trichodermil®. The in vitro tests showed that two isolates produced indoleacetic
acid and four isolates were higher in phosphate solubilization. It was also
observed that Phosphorus increased the speed of mycelial growth of

Trichoderma, and positively influenced the sporulation of the isolates. The



vi

Carbo vegetabilis treatment provided an increased number of germinated
conidia of Trichoderma “F” isolated. In the experiment with cherry tomato it was
found that the use of treatments did not influenced on plant height, but it was
observed interaction between Trichderma and homeophatic preparations in the
increase of diameter stem. It has been found that the use of Trichoderma
promoted an increased leaf area index, fresh and dry weight of leaves. The
homeopathic treatment Carbo vegetabilis 6CH provided gains on the plant
roots. The homeopathic treatments and Trichoderma isolades had influence on

cherry tomato above the use of soil nutrients.



1 INTRODUCAO

Diante das dificuldades observadas no sistema agrario, verifica-se a
necessidade do desenvolvimento de novas técnicas e modelos de producao
que favorecam a sustentabilidade agricola. A Agroecologia é a ciéncia que
estuda e interage com uma ampla variedade de aspectos e desafios que
envolvem a sustentabilidade do espaco agricola, seja de cunho social, politico,
ecologico, agrondmico ou econdmico. Sendo um modelo de base cientifica esta
deve auxiliar, no intuito de aprimorar os sistemas produtivos, a transicdo da
agricultura convencional para modelos de agroecossistemas mais eficientes ao
longo prazo, de maior diversidade e interacdo de processos ecoldgicos,
respeitando e trabalhando com as mais diversas variaveis econémicas, sociais
e ecoldgicas (BOFF, 2009; CAPORAL & COSTABEBER, 2002). Vé se,
portanto, uma ciéncia que tem como desafios, desenvolver e estudar, modelos

produtivos, técnicas e ferramentas que possam ser Uteis ao desenvolvimento



de sistemas agricolas equilibrados, maximizando a produtividade a longo
prazo, compreendendo a necessidade para com a producédo de alimentos atual
e fazendo a manutencao da qualidade ambiental (GLIESSMAN, 2009).

A utilizacdo de microrganismos como fungos e bactérias ja € bastante
estudada e difundida na agricultura, uma vez que estes sdo capazes de
solubilizar nutrientes do solo, produzir fitohormdénios ou fixar nitrogénio
(PERES-MONTANO et al., 2014). Os fungos do género Trichoderma estio
entre 0s microrganismos mais estudados devido a capacidade destes de
colonizar a rizosfera e diferentes 6rgdos das plantas competindo com outros
fungos, promovendo efeitos benéficos no desenvolvimento vegetal
(CARVALHO et al., 2011; CHAGAS-JUNIOR et al., 2014; RUBINI et al., 2005).
Deste modo, uma vez colonizada a rizosfera das plantas por fungos deste
género, a planta pode ser beneficiada pela absorcdo do acido indolacético
produzido pelo fungo através do precursor L-Triptofano (PEREIRA et al., 2012),
pela protecdo natural de Trichoderma spp. contra outros fungos patogénicos e
por via da disponibilizacdo de nutrientes no solo, uma vez que fungos do
género Trichoderma séo eficientes na solubilizacdo de fosfatos encontrados no
solo (CARVALHO et al., 2011; CHAGAS JUNIOR et al., 2014).

O fitohorménio &cido indol-3-acético (AIA) € uma das auxinas mais
importantes na regulacdo de crescimento vegetal, promovendo o crescimento
através da estimulagdo da mitose, aumentando o numero de células,
promovendo também o alongamento celular. Deste modo, promove o

enraizamento vegetal por estimulacdo do desenvolvimento de raizes laterais e



pelos radiculares, aumentando assim a absorcdo de nutrientes e consequente
vigor das plantas (CENTELLAS et al., 1999; SCHILINDWEIN et al., 2008).

O fésforo é um elemento essencial ao metabolismo e desenvolvimento
das plantas desde a fase inicial da vida vegetal, necessario durante o
desenvolvimento radicular das plantas bem como nos processos de
transferéncia de energia da célula nos processos de fotossintese (FAGERIA et
al., 2004; CHAGAS et al., 2015; GRANT et al., 2001; KORNDORFER & MELO,
2009). Este nutriente que representa, em meédia, 0,2% da matéria seca das
plantas € também um doselementos maislimitantes para a agricultura
(CHAGAS et al.,, 2015; GRANT et al., 2001; KORNDORFER & MELO, 2009).
Embora sua necessidade seja menor que as de potassio e nitrogénio, sua
aplicacao ocorre em doses iguais ou superiores a ambos, uma vez que grande
parte do fosforo ndo é utilizado pelas plantas devido a elevada taxa de fixacao
do elemento em solos tropicais (NOVAIS & SMYTH, 1999; RAIJ, 1991; RAIJ &
GUAGGIO, 2001).

A homeopatia € a ciéncia do principio da semelhanca, na qual as
substancias sao estudadas em organismos sadios e depois, por semelhanca
de sintomas, sdo recomendadas aos organismos que possam vir a se equilibrar
com a informacéo transmitida pelo preparado homeopatico (CASALI et al.,
2009). O conhecimento homeopatico tem sido empregado na veterinaria e mais
recentemente em plantas, no solo e na 4gua, sendo uma ferramenta importante
para reestabelecer o equilibrio nos agroecossistemas, podendo trazer
beneficios ao desenvolvimento e sanidade vegetal (BOFF, 2009; ROSSI et al.,

2007). Trata-se de uma técnica muito util para aplicacdo agroecoldgica, uma



vez que os preparados homeopaticos sédo de facil acesso, ndo oferecem riscos
ao meio ambiente e possibilitam o equilibrio dos vegetais no sistema agricola
(MULLER et al., 2009). O preparado homeopatico Carbo vegetabilis oriundo de
material vegetal carbonizado é utilizado em plantas que sofrem de estresse
climatico, ataque de insetos, desfolhamento ou deficiéncia hidrica
reequilibrando a planta com o ambiente (ARENALES, 1988 apud BRIGHENTI
et al., 2011; CASALI et al., 2009; PINTO et al., 2014). O preparado
homeopético Phosphorus, proveniente de sais organicos de fosforo € utilizado
em plantas pouco tolerantes ao calor, que apresentam caréncia nutricional e
problemas de crescimento, podendo este estimular o desenvolvimento de
tecidos e folhas (CASALI et al., 2009; COPACHESKI et al., 2013; SANTOS et
al., 2011).

O tomateiro € uma das hortalicas mais cultivadas no mundo e no Brasil &
a segunda mais produzida possuindo grande valor para confeccdo de diversos
pratos (CARVALHO et al., 2014; EMBRAPA, 2006). A demanda por produtos
organicos, em especial o tomate, tem aumentado (MELO et al., 2009),
impulsionando diversos varios estudos que tém buscado alternativas ao
controle de pragas e doencas (MODOLON et al., 2012), no manejo da cultura
(TAKAHASHI & CARDOSO, 2015), e nas desordens fisiolégicas geradas por
caréncia nutricional e outros fatores edafoclimaticos (COSTA et al., 2011;
LOOS et al., 2008).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo selecionar isolados
de Trichoderma spp. com potencial de solubilizar fosfato e produzir acido

indolacético (AIA), e avaliar seu desenvolvimento in vitro com aplicacdo de



preparados homeopéticos (Phosphorus 6CH e Carbo vegetabilis 6CH), e
avaliar o desenvolvimento inicial do tomateiro-cereja com aplicacdo de
Trichoderma spp. em interagdo com preparados homeopéticos, de modo a
contribuir ao estudo de técnicas sustentaveis necessarias para 0s sistemas

agroecologicos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agroecologia e desenvolvimento rural

A agroecologia é uma ciéncia que pode ser aplicada nos mais diferentes
tipos de desafios relacionados a sustentabilidade do espaco agrario e a
qualidade de vida. No que se refere ao manejo de culturas, a intervencéo
convencional para eliminacdo de pragas e doencas gera prejuizos ao equilibrio
do sistema agricola e consequentemente a salde das plantas. A agroecologia
pode ndo somente levantar questbes sdcio-politico, mas também trabalhar as
relacdes biolégicas e ecoldgicas referentes aos principios de cooperacgéo e co-
evolucéo inter-dependente dos seres vivos. Dentro da Agroecologia percebe-se
a necessidade de se trabalhar para favorecer o equilibrio nos sistemas
agricolas, compreendendo que a biodiversidade cooperativa no dinamico tende

a trazer o equilibrio entre os diversos aspectos ecologicos do agroecossitema.

Observando a biodindmica dos processos bio-ecolégicos vé-se necessarios



manejos que promovem a interacdes saudaveis que favorecam o bom
desenvolvimento das plantas. A visdo de manejo de doencas e pragas da
agricultura convencional tende ao desequilibrio e a susceptibilidade a
problemas, gerando uma série de necessidades para que 0 organismo e 0O
sistema encontrem-se novamente em um estado sadio (BOFF, 2009).

Heidegger (2012) acrescenta: “outrora o lavrar possuia um significado de
cuidar, cultivar e proteger”. Nos dias de hoje percebe-se outro significado, o
agricultor utiliza o ambiente no sentido de explora-lo para geracéo de lucro com
maximo rendimento e com o minimo de gastos.

Por mais que estejamos corretos de que a natureza e o sistema
produtivo deva ser protegido, também €& certo que a geracdo de lucro e
eficiéncia no rendimento sdo também essenciais para a sustentabilidade dos
sistemas de producdo que entram hoje no mercado. Embora a agricultura
moderna venha apresentando sucesso atendendo a demanda de alimentos, o
sistema entdo empregado estd em processo de minar o ambiente ao qual
depende, sendo ineficientes a longo prazo por deteriorar as condi¢cdes que as
tornam produtivas (GLIESSMAN, 2009).

Caporal & Costabeber (2002), afirmam gque a agroecologia € um modelo
de bases cientificas que deve ser trabalhada no intuito de realizar uma
transicdo da agricultura convencional para estilos mais eficientes a longo prazo
de maior diversidade e interagdo de processos, respeitando e trabalhando com
as variaveis econdmicas, sociais e ecoldgicas.

O papel fundamental da agroecologia no momento é desenvolver

técnicas e ferramentas que visam o equilibrio dos sistemas agricolas, mas



também maximizam a produtividade a longo prazo, trazendo de volta os
cuidados com o ambiente e também compreendendo as necessidades da
producado de alimentos do mundo atual, em que a agroecologia possa contribuir
aos diversos sistemas produtivos ja estabelecidos, favorecendo todos os
aspectos envolvidos no ambiente agricola (GLIESSMAN, 2009).

O aumento da eficiéncia na agricultura pela aplicacdo de
microrganismos naturais, semelhantes aos apresentados neste trabalho, que
venham a favorecer o equilibrio nos sistemas agricolas e o desenvolvimento
saudavel das plantas cultivadas, contribuem para uma agricultura cada vez
mais natural, de modo que a utilizacdo de produtos quimicos seria menos
interessante a longo prazo, se comparados aos beneficios trazidos pelas
técnicas naturais de producao.

Além disto, vé-se necessario a valorizacdo da diversidade bioldgica,
como a agregacao de valor aos produtos cultivados em ambientes em que a
diversidade bioldgica é vista como importante ferramenta para manutencéo e

equilibrio da producéo agricola (BENINI et al., 2010).

2.2 Tomaticultura

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (sin.: Lycopersicon esculentum
Mill.) € uma planta pertencente a familia das Solanaceas, originaria da Ameérica
do Sul, entre Equador e Chile, onde pode ser encontrada na forma silvestre do
nivel do mar até 2000 m de altitude, podendo ser cultivada em climas tropicais
de altitude, subtropical e temperado, em diversas regides do globo (LOPES &

STRIPARI, 1998).



Ficando apenas atras da batata, o tomate possui uma alta importancia
na dieta brasileira, sendo consumido em forma processada ou in natura
(FILGUEIRA, 2008; MELO & VILELA, 2005; TAVARES, 2002).

No Brasil esta hortalica tem uma producédo de 4,1 milhdes de toneladas,
ocupando uma area de 62 mil hectares (IBGE, 2016).

A regido sudeste tem se mostrado responsavel por 41% da producédo
nacional de tomate sob lideranca do estado de Sdo Paulo que garante 30%
deste total. A tomaticultura nacional apresenta aspectos importantes do ponto
de vista sécio-economico, com cerca de 10.000 produtores, compondo mais de
200.000 pessoas em sua cadeia produtiva (TAVARES, 2002).

Segundo Gusméo et al. (2006), a producdo de tomate apresenta
grandes dificuldades por ser uma planta muito sensivel as condi¢ces climaticas
desfavoraveis, que aliada a outros fatores pode gerar dificuldades em campo.
Os estudos tém buscado alternativas ao controle de pragas e doencas
(MODOLON et al., 2012), manejo da cultura (TAKAHASHI & CARDOSO, 2015)
e desordens fisioldgicas relacionadas a disponibilidade de agua e nutrientes e
fatores edafoclimaticos como mudancgas bruscas de temperatura e umidade
(COSTA et al., 2011; LOOS et al., 2008).

Dentre os fatores que afetam a cultura do tomate, a temperatura € uma
das mais problematica durante o periodo de floracdo e frutificacdo; a variacédo
Otima esta entre 21 a 28 °C ao longo do dia, e 15 a 20 °C durante a noite.
Temperaturas diurnas e noturnas mais elevadas causam estresse nas plantas,

prejudicando a frutificacdo (SILVA et al., 2011a). A amplitude térmica ideal para
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o desenvolvimento dos tomateiros € de 10 °C a 34 °C (PEREIRA-CARVALHO
et al., 2014).

O plantio de hortalicas exige muitos cuidados com o solo e agua (TRANI,
2016). A utilizacdo de fertilizantes e defensivos agricolas chega a 12% e 4%
respectivamente dos custos totais de producédo de tomate estaqueado ao longo
do ciclo produtivo (FNP, 2014).

O tomate-cereja silvestre, aperitivo utilizado para confeccdo de diversos
pratos, comparando aos demais tomates de mesa (salada, caqui ou tipo
italiano), apresenta maior resisténcia ao ataque de pragas e doencas,
possivelmente por sofrerem uma pressdo de selecdo natural, tornando-o mais

rustico (MACIEL & SILVA, 2008).

2.3 Trichoderma spp.

Em 1907, foram realizados os primeiros estudos da capacidade de
assimilacao de nitrogénio atmosférico por bactérias. Nas décadas posteriores
0S microrganismos e a interagdo com as plantas passaram a ser foco de muitos
estudos. Trichoderma spp. sédo fungos do solo, estdo amplamente distribuidos
por todo o mundo (HARAN et al., 1996; LUCON, 2009). Estes fungos vivem
proximos as raizes das plantas no rizoplano ou rizosfera, podendo viver
saprofiticamente ou parasitando outros fungos. Em estudos realizados com o
fungo Trichoderma spp. foi notado que este possuia agdes antagbnicas perante
outras espécies de microrganismos patogénicos as plantas encontrados na
rizosfera (CARVALHO et al.,, 2011). Os fungos deste género possuem

capacidade de parasitar mesmo estruturas de resisténcia consideradas mais
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dificeis de atacar como esporos, esclerétios, clamidésposros e
microesclerédios (OLIVEIRA, 2007). Trichoderma spp. esta relacionado
também a producao de fitohormoénios que auxiliam no crescimento de plantas,
como por exemplo, auxinas (CARVALHO et al, 2011; LUCON, 2009;
PEREIRA, 2012). Tais substancias favorecem a elongacéao celular em vegetais
superiores, além de aumentar a superficie do sistema radicular, possibilitando
um maior acesso aos nutrientes do solo (CHAGAS JUNIOR et al.,, 2014).
Trichoderma spp. também aumenta a resisténcia de plantas a fatores abiéticos
gue naturalmente causariam estresses nas plantas, podendo assim ter um
desenvolvimento favorecido quando cultivadas em condicBes estressantes
(CARVALHO-FILHO et al., 2008).

Quando utilizados como tratamento de sementes estes fungos podem
promover um bom desenvolvimento germinativo, emergéncia e crescimento
das plantulas (CHAGAS JUNIOR, 2014).

Além de suas propriedades antagdnicas e de promocao de crescimento,
Trichoderma spp. séo faceis de serem propagados em substratos naturais, tém
alta capacidade de sobreviver em ambientes desfavoraveis e sdo seguros ao
homem e animais, podendo ser manipulados sem quaisquer riscos ao homem
ou mesmo ao ambiente (CARVALHO, et al., 2011; OLIVEIRA, 2012). Estas
caracteristicas fazem das espécies do género Trichoderma as mais utilizadas
comercialmente como agentes de controle biolégico no Brasil (LOPES, 2009).

No Brasil as espécies do género Trichoderma s6 comecgaram a ganhar
interesse cientifico ap6s a publicacdo do primeiro artigo nacional sobre o

assunto em 1950. Contudo, apenas em 1992 surgiu a primeira empresa
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especializada na produgcdo e comercializagdo de Trichoderma. Em 2008 foi
registrado o primeiro fungicida biolégico comercial Trichodermil® (Trichoderma
harzianum) para controle de doencas em plantas (BETTIOL & MORANDI,
2009).

Os fungos deste género possuem a capacidade de colonizar
endofiticamente ndo so as raizes, mas também outros 6rgéos das plantas, esta
interacdo se inicia com a colonizacdo da superficie externa das raizes, e
posteriormente a colonizacdo da primeira ou segunda camada de células da
epiderme das hifas, tornando sua eficiéncia como promotor de crescimento e
indutor de resisténcia ainda maior (SANTOS, 2008). A associacdo do fungo
com plantas € dinamica e varios fatores influenciam nas comunidades
microbianas que interagem ou estdo presentes nas raizes e outras partes da
planta (CARVALHO-FILHO et al., 2008). Deste modo, apesar dos diversos
relatos positivos quanto a utilizacdo de Trichoderma spp. sabe-se também que
existem grandes variacfes relacionadas a eficiéncia na utilizacdo deste
microrganismo, devido a estirpe utilizada, e também os fatores adaptativos as
condicBes edafoclimaticas onde este fungo estara sendo trabalhado.

Verma et al. (2007), acrescentam que para Trichoderma spp. seja
eficiente € necessario que o mesmo se adapte ao ambiente que sera utilizado,
uma vez que suas habilidades como promotor de crescimento e antagonismo
dependem de fatores bibticos e abibticos, tais como: tipo de solo, pH,
temperatura, umidade, aerac&o do solo, microflora do substrato e nutrientes.

Diversos trabalhos foram feitos quanto ao potencial de Trichoderma

harzianum como promotor de crescimento para diversas culturas agricolas
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como, por exemplo, no tomateiro. Chacén et al. (2007), constataram que a
aplicacéo de Trichoderma harzianum (isolado CECT 2413) aumentou a area
foliar e o comprimento das raizes secundarias de tomateiro e tabaco. Estas
respostas fazem com que a utilizacdo de Trichoderma seja vista como
facilitadora da disponibilidade de nutrientes para as plantas, como sua
eficiéncia na solubilizacdo de fésforo, possibilitando um equilibrio fisioldgico
com potencial para reduzir as adubacdes constantes nas culturas (OLIVEIRA,
et al., 2012; PEREIRA, 2012).

Harman et al. (2004), também indica que essas espécies de fungo séo
capazes solubilizar ndo somente o fésforo, mas também outros nutrientes
importantes para as plantas que se encontram insollveis no solo, tais como o
ferro, cobre, zinco e manganés. Trichoderma spp. séo eficientes agentes de
controle biologico para varios patdgenos de plantas, sendo que alguns auxiliam
no crescimento dos vegetais (Shoresh & Harman, 2008)). Deste modo €
ressaltada a importdncia de explorar o potencial benéfico destes
microrganismos na promoc¢ao do desenvolvimento saudavel das plantas

(PEREIRA, 2012).

2.4 Homeopatia

2.4.1 Samuel Hahnemann: Homeopatia e seus principios

Cristian Friedrich Samuel Hahnemann nascido no dia 10 de Abril de
1755 na cidade de Meissen, Alemanha, era doutor em medicina pela
universidade de Erlangen exercendo a profissao até 1787. Apos este periodo

Hahnemann dedicou-se, a traduzir publica¢des cientificas e também a publicar
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trabalhos. Em 1810, Hahnemann publicou sua principal obra: “Organon a arte
de Curar”’, em que descreve a homeopatia como um sistema médico fixo em
principios e praticas o qual tem como base quatro principios fundamentais: a
cura pelo semelhante, experimentacdo em seres sadios, aplicacdo de doses
minimas, e medicamento unico (HAHNEMANN, 2013).

O principio da semelhanca refere-se que o poder curativo dos
medicamentos depende de promover sintomas semelhantes aos da doenca. A
doenca artificial proporcionada pelo medicamento homeopatico de maneira
completa e mais forte que a doenca natural, permitira o fortalecimento da
energia vital, superando a doenca e promovendo a cura. Na homeopatia a cura
ocorre quando uma doenca natural é vencida por uma doenca artificial caso a
sintomologia apresentada pelo medicamento for semelhante aos sintomas
apresentados pelos individuos doentes (BARBOSA NETO, 2016;
HAHNEMANN, 2013).

A experimentacdo em individuos sadios é a administracdo de
medicamentos homeopaticos em organismos sdos com a finalidade de
provocar desequilibrio fisiol6gico a fim de conhecer os sintomas que podem ser
produzidos pelo medicamento (BARBOSA NETO, 2006; HAHNEMANN, 2013).

O principio das doses minimas reflete a maneira de preparacdo dos
medicamentos homeopéaticos; através da dinamizacao a substancia de origem,
denominada tintura-mae (TM), é diluida e succionada (agitada). Deste modo,
ao ser reduzida a carga molecular, obtém-se uma informacdo mais precisa,

produzindo uma acao primaria perceptivel ao mesmo tempo em que reduz a
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toxidade causada pelas altas dosagens empregadas na medicina convencional
(HAMLY, 1982; HAHNEMANN, 2013).

O principio do medicamento Unico refere-se a prescricdo de um unico
medicamento por vez ao paciente, ao invés da utilizacdo de diversos
medicamentos, cada qual atuando de uma maneira diferente, passando
informacdes diferentes ao organismo, esta reflexdo trata-se da légica que
gquanto mais se misturam medicamentos menos saberemos dos efeitos e
informacBes passadas ao organismo (HAHNEMANN, 2013). Esta reflexdo
trata-se da l6gica que quando se misturam medicamentos dificulta-se o
acompanhamento dos efeitos e informacfes passadas ao organismo doente
devido as suas diversas interacdes (HAMLY, 1982).

A dinamizacdo ou a quantidade de vezes que o medicamento foi diluido
e succionado (agitado) é indicado por um numero, enquanto a letra, ou letras,
indica a forma de preparo (FARMACOPEIA, 2011). O método Hahnemanniano
parte da forma farmacéutica basica, tintura-mae, e procede-se com as
dinamizacdes segundo a escala centesimal (1:100) e com 100 sucussfes apds
cada diluicdo, feitas pelo processo manual ou mecéanico. Recebem a
terminologia “CH” (Centesimal Hahnemanniana). Diante destes principios é
observado que a homeopatia se trata de uma ciéncia médica ambientalmente
segura uma vez que a medicacdo é primordialmente realizada através de
informacdes ndo moleculares, ndo deixando, portanto, residuos no meio

ambiente (BONATO & SILVA, 2003; BARBOSA NETO, 2006).
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2.4.2 Agrohomeopatia

Os estudos da aplicagdo homeopatica em plantas séo recentes. Embora
tenha sido iniciada h&4 pouco menos de 50 anos, a agrohomeopatia tem
ganhado forca com publicagces de estudos que demonstram a possibilidade de
utilizar preparados homeopaticos para controlar microrganismos patogénicos
(TOLEDO et al., 2015), incidéncia de pragas (MODOLON, et al., 2009) e como
promotor do desenvolvimento vegetal (TOLEDO, 2009; PULIDO et al., 2014).

A homeopatia vem se tornando um recurso tecnolégico utilizado em
sistemas de producdo organica, uma vez que através dela faz-se possivel
equilibrar o sistema agricola a partir de preparados que ndo oferecem riscos ao
meio ambiente, atuando em todos 0s organismos Vvivos presentes no sistema
produtivo (MULLER et al., 2009; ROMANO et al., 2005). A aplicacdo destes
preparados homeopaticos pode auxiliar o desenvolvimento e a sanidade
vegetal (ROSSI et al., 2007).

Os estudos ja realizados com promocéao de crescimento vegetal através
da homeopatia tém demonstrado resultados bastante interessantes. Em um
trabalho realizado por Bonato & Silva (2003), os autores verificaram que o
medicamento homeopatico Sulphur em diversas dinamiza¢des (5CH, 12CH,
30CH, 200CH e MCH) foram eficientes no desenvolvimento de plantas de
rabanete, aumentando a massa fresca e seca das raizes e parte aérea.

Pulido et al. (2014), verificaram incrementos na massa seca de repolho,
notando que Arnica Montana 6CH e Sulphur 6CH foram eficientes no

desenvolvimento da parte aérea e radicular das plantas. O trabalho também
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constatou que plantas tratadas com os preparados homeopaticos tiveram um
aumento na altura, no diametro do caule e na produtividade.

O preparado homeopatico Carbo vegetabilis apresenta resultados
interessantes para aplicacbes com finalidade de promover crescimento de
plantas (BRIGHENTI et al.,, 2011; ROSSI et al., 2006). Carbo vegetabilis é
obtido a partir do carvao de qualquer tipo de madeira, completamente aquecido
(calcinado). Para uso medicinal utiliza-se carvdo de madeiras brancas, tais
como salgueiros, bétulas, e principalmente as faias (LATHOUD, 2004). Ja
Phosphorus € um preparado homeopatico aplicado com a finalidade de auxiliar
as plantas na absorcao de fosforo (P). Phosphorus € um sal organico da familia
dos metal6ides, extraido de ossos calcinados (LATHOUD, 2004; CASALI et al.,
2009) Novelino et al. (2013) concluiram que aumentos lineares de
concentracdo e acumulo de P na parte aérea do sorgo ocorreram em funcédo de
niveis de dinamizacdo da homeopatia Phosphorus. Deste modo, Phosphorus

pode aumentar a massa seca e fresca de vegetais (AMBROSANO et al., 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao de Trichoderma spp.

Para obtencdo de exemplares de Trichoderma spp., foram realizadas
coletas de amostras de solo em propriedades rurais produtoras de tomate
organico na regiao de Piracicaba, Estado de S&o Paulo, Brasil (Tabela 1). Com
o auxilio de um trado tipo holandés foram retiradas amostras até 0,20 m de
profundidade da rizosfera das plantas (Apéndice A).

O isolado denominado de Trichoderma “M” foi obtido do produto
comercial Trichodermil®.

As amostras de solo foram armazenadas em sacos plasticos e
encaminhadas ao laboratério de fitopatologia do Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira” — Instituto Agronémico (CCSM - IAC) em Cordeirépolis — SP

(Apéndice B).



Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. obtidos de amostras de solo de

diferentes locais no interior de Sao Paulo.

Local da coleta

Cultura amostrada

Isolado

Piracicaba Tomate-cereja Trichoderma “A”
Piracicaba Tomate italiano Trichoderma “B”
Piracicaba Tomate-cereja Trichoderma “C”
Cordeiropolis Tomate-cereja Trichoderma “D”
Araraquara Tomate-cereja Trichoderma “E”
Piracicaba Tomate-cereja Trichoderma “F”
Rio Claro Tomate-cereja Trichoderma “G”
Ipetna Tomate Salada Trichoderma “H”
Ipetna Tomate Italiano Trichoderma “I”
Rio Claro Tomate-caqui Trichoderma “J”
Rio Claro Tomate-cereja Trichoderma “L”
Cordeiropolis Laranja Trichoderma “N”
Araragquara Tomate Italiano Trichoderma “O”

Cordeiropolis

Tomate Italiano

Trichoderma “P”

Trichoderma “Q”
Trichoderma “R”

Araras Sistema Agroflorestal (SAF)
Araras Sistema Agroflorestal (SAF)

Foram utilizadas 10 g de cada amostra misturadas a 90 mL de agua
destilada esterilizada em Erlenmeyer de 200 mL onde foram mantidas em
incubadora Shaker para homogeneizacdo durante um periodo de 3 horas.
Posteriormente foram realizadas diluices em série com as amostras de 1073 e
aplicado 2 mL desta solucdo em meio Martin modificado (LEONI & GHINI,
2003). As placas foram mantidas em incubadora BOD (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) com temperatura de 27°C e foto periodo de 12 horas.

O desenvolvimento microbiano nas placas foi acompanhado (Apéndice
B) e sucessivas repicagens das amostras de fungo foram realizadas em meio
de cultura formulado com batata dextrose e agar (BDA). As repicagens foram
realizadas até a obtencdo de culturas visualmente livres de outros fungos. Os

exemplares mais promissores e de maior semelhanga macroscépica com 0s
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fungos do género Trichoderma foram utilizados para a obtencédo de culturas
monosporicas, para o qual foram preparadas suspensfes de conidios diluidos
em agua destilada esterilizada e aplicados sob meio de cultura BDA do qual
foram obtidos exemplares isolados apds 2 dias de incubacdo e sucessivas
repicagens. Os isolados foram identificados através da observacéo das fialides
em microscopio Optico com amostras provenientes das coldnias isoladas
utilizadas para o preparo de laminas de microscopia (LEONI & GHINI, 2003).
Ao final destes procedimentos obteve-se 16 isolados provenientes das
amostras de solo e um isolado obtido a partir de Trichodermil® (Trichoderma
harzianum, linhagem ESALQ 1306). Os isolados foram identificados como: A,
B,C, D, E,F G,H,]IJ L M(Trichodermil®), N, O, P, Q e R (Apéndice C).
Amostras destes isolados foram repicadas em tubos de ensaios contendo meio
de cultura BDA, incubados até total colonizacdo e submergidos em Oleo
mineral esterilizado para armazenamento, compondo desta maneira a colecao

do Laboratorio de Fitopatologia do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC.

3.2 Selecdo de isolados de Trichoderma spp. com potencial para a

producédo de AIA

Para identificar a capacidade de producdo de AIA pelos isolados de
Trichoderma spp. foram conduzidos experimentos no Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular da UFSCar. Para tal, foram preparados
meio de cultura liquida formulada com batata, dextrose (BD) e L-triptofano (0,5
g/L) em frascos Erlenmeyer (125 mL de volume util) contendo 50 mL do meio

de cultura. Apos autoclavagem os frascos receberam um disco de 5 mm dos
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isolados de Trichoderma spp. e mantidos sob agitacdo de 160 rpm e 26°C
constantes em incubadora shaker por um periodo de 6 dias. Durante este
periodo, amostras liquidas foram coletadas, filtradas para descarte do micélio,
e misturadas ao reagente de Salkowski pipetando 0,5 mL do meio de cultura
fitrado e 0,5 mL do reagente em tubos Eppendorf (2 mL) que foram
identificados e mantidos sob agitacdo por 20 minutos de modo a identificar
através da reacao colorimétrica, os isolados de Trichoderma spp. que possuem
capacidade de assimilar o triptofano para producdo de AIA (GORDON &
WEBER, 1951).

Os isolados respectivos as amostras liquidas que apresentaram
coloracao positiva para presenca de AIA foram submetidos a uma repeticdo da
metodologia empregada anteriormente feito, entretanto, coletas das amostras
do meio de cultura durante os periodos de 24, 48, 72, 96 e 144 horas de modo
a observar melhor suas caracteristicas e realizar a quantificacdo potencial para
producdo de AIA, ao longo do tempo. A quantificacdo foi realizada por
espectrofotometria com leituras de absorbancia em 530 nm (CARVALHO-
FILHO et al., 2008). Este experimento foi realizado com 3 repeticdes para cada

tempo de coleta das amostras de cada isolado produtor de AIA e um controle.

3.3 Selecdo de isolados de Trichoderma spp. com potencial para

solubilizacao de fosfato

Para verificar a capacidade de solubilizacdo de fosfato dos isolados de
Trichoderma spp. foi empregada metodologia baseada em Murphy & Riley

(1962). Para tal, foram retirados discos de 5 mm dos isolados e repicados em
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Erlenmeyers (125 mL) contendo 50 mL de meio de cultura esterilizado NBRIP
(10 g/L de glicose; 5 g de MgCl, 6 H,0; 0,25 g de MgSO, 7H,0; 0,2 g de KCL;
0,1 g de (NH4)2SO4; 5 g de Cas (PO.)). Apés repicados, os frascos foram
mantidos sob agitacdo de 150 rpm e temperatura constante de 26 °C. Apos 96
horas de incubacdo as amostras foram centrifugadas em tubos de 50 mL e
parte do sobrenadante foi utilizado para medicdo do pH em medidor digital e 9
mL foram pipetados em tubos de ensaio, onde foi misturado a 1 mL do mix de
reacdo para solubilizador de fosfato (10 mL de &cido sulfurico; 4 mL de Acido
ascorbico; 4 mL de molibdato de aménio; 2 mL de antiménio de potassio) para
entdo realizar leituras de absorbancia em espectrofotbmetro com comprimento
de luz em 880 nm de modo a quantificar e observar as concentracdes de
fésforo solubilizado pelos isolados, 0 experimento contou com 3 repeticdes de
cada amostra e controle (sem Trichoderma ssp.).

Os isolados que se destacaram pela capacidade de solubilizar fosfato
foram novamente submetidos ao teste. Entretanto, nesta segunda fase, foram
realizadas coletas do meio de cultura fosfatado em 48, 96 e 144 horas para
observar as variacdes da concentracdo de fésforo solavel ao longo do tempo.
O experimento foi realizado com 3 repeticbes para cada tempo de coleta de

amostra e controle, em duplicata.

3.4 Avaliacdo do desenvolvimento micelial, esporulacdo e germinacao de

conidios dos isolados de Trichoderma spp.

Para comparar as caracteristicas de desenvolvimento entre os isolados

de Trichoderma spp. previamente selecionados pelas capacidades de
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producado de AlA e/ou solubilizacdo de fosfato, discos de 5 mm de cada isolado
foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
esterilizado. As placas foram mantidas em incubadora BOD a 27 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

A partir do primeiro dia, foram realizadas medicdes diarias do
desenvolvimento micelial utilizando paquimetro digital (Apéndice C) em posicéo
ortogonal (DIAS et al., 2005; POLTRONIERI et al., 2013). O experimento foi
elaborado com 4 repeticdes para cada isolado e realizado em duplicata. Os
dados obtidos foram submetidos ao calculo do indice de crescimento micelial
(IVCM), conforme a equacéo:

IVCM= X (D-Da) equacao |

N

Sendo:

D= diametro médio atual da coldnia

Da= diametro médio da coldnia do dia anterior

N= numero de dias apds a inoculacao

Amostras de isolados incubados em meio de cultura BDA, com 5 dias de
desenvolvimento, foram utilizadas para estudar a producdo de conidios. Para
tal, acrescentou-se 10 mL de agua destilada autoclavada sobre os isolados e
realizada raspagem dos esporos com auxilio de um bastdo de vidro. A
suspensao obtida foi filtrada em gaze esterilizada para eliminar fragmentos de
micélio, para entdo ser realizada a determinacdo da concentracdo de conidios

produzidos de cada isolado no 5° dia de incubagédo utilizando camara de

Neubauer e microscopio optico (DIAS et al., 2005).
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A determinacéo da germinacédo de conidios foi estudada preparando-se
laminas de microscopia com uma pelicula de solucdo agua-agar (1%) estéril
sobre elas, sendo entdo pipetadas solucdo de conidios dos isolados na
concentracdo de 2x10°. As laminas foram mantidas em incubadora BOD
regulada para 27 °C por um periodo de 12 horas. Passado este tempo, as
laminas foram levadas ao microscépio Optico no qual foi realizada a contagem
de 300 conidios de cada lamina, contabilizando entre estes o numero de

esporos germinados (DIAS et al., 2005).

3.5 Influéncia dos preparados homeopaticos Carbo vegetabilis e

Phosphorus no desenvolvimento in vitro de Trichoderma spp.

Os experimentos in vitro descritos no item 3.4 também foram
empregados para estudar a influéncia dos tratamentos homeopaticos Carbo
vegetabilis e Phosphorus no desenvolvimento micelial, producdo de conidios e
germinacao. Os preparados homeopéaticos foram adquiridos na dinamizacéo
5CH e a solucéo hidroalcodlica a 30% de farmacia homeopética.

Os tratamentos Carbo vegetabilis e Phosphorus foram dinamizadas a
6CH em agua deionizada no momento de sua aplicacdo. A solucao
hidroalcodlica 30% foi diluida a 1% em agua deionizada, succionada e utilizada
como testemunha (SPH - sem preparado homeopéatico). O procedimento de
dinamizacdo foi realizado de acordo as instrugcbes da Farmacopeia
Homeopatica Brasileira (FARMACOPEIA, 2011). O delineamento foi

inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. Os ensaios foram realizados
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em sistema de duplo-cego, sendo os tratamentos identificados por nimeros e
desconhecidos do experimentador (TOLEDO et al., 2015).

Para compreender a influéncia dos tratamentos no indice de velocidade
de crescimento micelial (IVCM) foram aplicadas 200 pL dos tratamentos Carbo
vegetabilis 6CH, Phosphorus 6CH e SPH, diluidos a 0,1% em agua deionizada,
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA esterilizado. Discos de 5 mm
de cada isolado foram repicados para as placas, que foram mantidas em
incubadora BOD a 27 °C e fotoperiodo de 12 horas. O crescimento micelial foi
avaliado a cada 24 horas, por 3 dias, com auxilio de um paquimetro digital,
sendo posteriormente calculado o IVCM. Posteriormente foram realizadas
contagens de 300 conidios de cada isolado com 5 dias de incubacé&o sob efeito
dos tratamentos e testemunha, como descrito anteriormente. O teste de
germinacao sob influéncia dos tratamentos homeopaticos foi realizado em
laminas de microscopia com agua-agar (1%), onde foram pipetados 100 pL das
solucdes de conidios e dos tratamentos homeopéticos nas concentractes

descritas anteriormente.

3.6 Crescimento inicial do tomateiro-cereja pela aplicacdo de Trichoderma

spp. e preparados homeopéticos

Para observar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. e dos
preparados homeopaticos na promocao de crescimento do tomateiro-cereja foi
conduzido o experimento em casa de vegetacédo da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (FZEA-USP),

localizada em Pirassununga, SP, Brasil.
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O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados em
esquema fatorial, sendo trés isolados de Trichoderma (isolados “F”, “R” e
Trichodermil®), auséncia da aplicacdo de Trichoderma spp. (testemunha) e trés
substancias dinamizadas (Phosphorus 6CH e Carbo vegetabilis 6CH) e sem
preparado homeopatico (SPH), no qual foi utilizada a solucdo hidroalcodlica
30% (veiculo das diluicdes) totalizando 12 tratamentos (Tabela 2), com cinco

repeticoes.

Tabela 2. Tratamentos em esquema fatorial (Trichoderma spp. e preparados
homeopéticos).

Tratamento  Trichoderma spp. Preparado Homeopatico

1 Trichoderma “F” Carbo vegetabilis 6CH

2 Trichoderma “F” Phosphorus 6CH

3 Trichoderma “F” SPH (sem preparado homeopético)
4 Trichoderma “R” Carbo vegetabilis 6CH

5 Trichoderma “R” Phosphorus 6CH

6 Trichoderma “R” SPH (sem preparado homeopéatico)
7 Trichodermil® Carbo vegetabilis 6CH

8 Trichodermil® Phosphorus 6CH

9 Trichodermil® SPH (sem preparado homeopético)
10 Testemunha (auséncia) Carbo vegetabilis 6CH

11 Testemunha (auséncia) Phosphorus 6CH

12 Testemunha (auséncia) SPH (sem preparado homeopatico)

A caracterizacdo quimica do solo ap6és a aplicacao de calcério foi realizada
de acordo com a EMBRAPA (1997) e apresentou os seguintes resultados: pH
(em CaCl,) = 6,1; Al trocavel = 0,0 cmol. dm>; Ca = 45 mmol. dm™; Mg = 7,0
mmol. dm®; P (Resina) = 3,0 mg dm™>; K = 0,50 mmol. dm™®; S = 12,0 mg dm;
matéria organica = 12,0 g dm™; V = 76,1 %; e micronutrientes B, Cu, Fe, Mn e

Zn = 0,16; 0,50; 7,0; 2,50; 0,50 (mg dm™), respectivamente. Em relacdo a
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granulometria do solo foi determinado: argila = 341 g dm™; areia = 640 g dm™;
silte =19 g dm™, sendo o solo classificado com textura média argilosa.

Foi realizada adubac&o inicial de 15 g dm™ de composto organico e 200
mg dm™ de P?0O° como fonte de fésforo (P) na forma de fosfato natural reativo
bayovar (14,5% de P,0Os &cido citrico soluvel, 28,6% P,0s Total e 32% de Ca).
O potassio (K) foi fornecido como cobertura na dosagem de 100 mg dm™ na
forma de sulfato de potassio parcelado duas vezes, aplicado aos 15 e 22 dias
apos transplantio (DAT).

Foram utilizadas mudas de tomate-cereja silvestre, acesso 21 do Instituto
Agronémico (IAC) (AZEVEDO-FILHO & MELO, 2001) produzidas em bandejas
de poliestireno expandido com substrato esterilizado. Aos 30 dias apds semeio
as mudas de tomate-cereja foram transplantadas para vasos plasticos de 2,5
dm, constituindo cada vaso uma parcela experimental com espacamento de
aproximadamente 25 cm entre os vasos (Apéndice D).

Os isolados de Trichoderma spp. foram inoculados logo apdés o
transplantio das mudas acrescentando aos vasos 150 mL da solucdo de
conidios na concentracdo de 1 x 10’ conidios mL™. Os indculos foram
confeccionados a partir de isolados sadios propagados em meio de cultura
BDA em incubadora BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura
constante até apresentarem esporulacdo sob toda a superficie do micélio que
ocorreu no 14° dia. Foi entdo acrescentado 15 mL de agua destilada
autoclavada e feita a raspagem dos esporos com alca de platina, o liquido foi
entdo filtrado com gaze esterilizada para o descarte do material micelial. A

solucdo de conidios obtida foi misturada a agua destilada padronizando a
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concentracdo desejada de conidios com auxilio de uma camara de Neubauer e
microscopio optico (CARVALHO-FILHO et al., 2008).

Os medicamentos homeopaticos Carbo vegetabilis 5CH e Phosphorus
5CH, e a solugdo hidroalcodlica 30% foram adquiridos de farmacia
homeopatica. Os tratamentos utilizados foram dinamizados a 6CH de acordo
com as instru¢cbes da Farmacopeia Homeopatica Brasileira (FARMACOPEIA,
2011) e a solucao hidroalcodlica foi diluida em agua na propor¢cao centesimal
(1:100) e succionada no Laboratério de Biossistemas/FZEA/USP. Os
tratamentos dinamizados foram preparados e aplicados no sistema duplo-cego
(TOLEDO et al., 2015).

Os tratamentos foram diluidos a 0,1% em &agua e foram aplicados
semanalmente, 50 mL sobre o solo, em cada parcela.

Foram realizadas medicbes semanais a partir do sétimo dia de
desenvolvimento dos tomateiros-cereja apos o transplantio (DAT), do colo até a
gema apical para altura das plantas, com auxilio de uma trena e do diametro do
caule (no colo da planta), com um paquimetro digital (Apéndice D), por 6
semanas (ARAUJO & CARVALHO, 2009; SILVA et al.,, 2013). Os dados
obtidos provenientes das medi¢cdes com o paquimetro digital foram utilizados
para calcular o crescimento semanal do diametro das diferentes datas em
relacdo ao diametro inicial obtido aos 7 DAT.

Durante o experimento a temperatura média do ar foi de 28,5 °C com
variacdes de 43,3 a 13,8 °C para maxima e minima, respectivamente (Figura

1).
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Figura 1. Temperatura do ar durante o experimento na casa de vegetacao.

A umidade relativa do ar média manteve-se préxima a 50% com

variagfes de 80 a 20% para maxima e minima, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Umidade relativa do ar (UR %) durante o experimento na casa de
vegetacao.

O manejo da irrigacdo foi baseado na reposicdo da estimativa da
evapotranspiragdo da cultura (ETc), calculada pela evaporagdo do tanque

classe A reduzido, corrigido o coeficiente do tanque — Kp e pelo coeficiente da
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cultura — Kc, como proposto por Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO, 2008), nos diferentes estadios de desenvolvimento da
cultura. O tanque reduzido tem diametro de 0,60 m e 0,25 m de altura, com
fundo plano, construido em chapa galvanizada e instalado sobre um estrado de
madeira de 0,15 m de altura. A medida da lamina evaporada foi realizada
através de um micrometro de gancho, assentado sobre um poc¢o tranquilizador
de 0,26 m de altura e 0,10 m de diametro. O coeficiente de correcdo do tanque
— Kp utilizado para a condicdo de reduzido, em ambiente protegido, foi 1,
conforme recomendado por Prados (1986), citado por Farias, Bergamaschi e
Martins (1994). A frequéncia de irrigacdo adotada foi de dois dias (Apéndice D).
Ao final do experimento foi totalizado um volume de 100 mm de 4gua por vaso.

No 42° DAT os tomateiros foram coletados e levados ao Laboratério de
Biossistemas/FZEA/USP. Foram separadas a parte aérea da parte radicular,
para determinar a massa fresca foram feitas pesagens da parte aérea, parte
radicular, folhas, caules e inflorescéncias, além da contagem do numero de
folhas por planta. A area foliar foi determinada em medidor da marca Li-Cor,
modelo LI-3100C. Posteriormente os valores obtidos foram utilizados para
calcular o indice de area foliar (IAF), razédo entre area foliar e area da superficie
do vaso. O material vegetal foi separado em sacolas de papel e secos em
estufa de ventilacdo forcada a 65 °C até a obtencéo do peso seco constante. O
material seco foi pesado em balanca de precisao e os valores utilizados para
determinar a matéria seca da parte aérea, radicular, caule e folhas.

Apos a pesagem do material seco, amostras de folhas e caules foram

processadas em moinho tipo Willey e encaminhadas para analise quimica
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seguindo métodos descritos por Malavolta et al. (1997) no laboratério de solos

da FZEA/USP.

3.7 Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As
avaliacdes no tempo foram consideradas como sub parcelas. As médias foram
comparadas pelo teste Tukey ou Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-
se o software SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). Os dados referentes a
esporulacao foram transformados em raiz quadrada de ‘X’ para normalizar os

dados.
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4 RESULTADOS

4.1 Producédo de acido indolacético (AIA) por isolados de Trichoderma

Spp.

O teste colorimétrico de Salkowski para producéo de AIA revelou que os
isolados Trichoderma “F” e “G” foram capazes de produzir acido indolacético no
meio BD com adicdo de triptofano em 48 horas quando comparadas ao
controle pelo teste colorimétrico. Os demais isolados ndo apresentaram
alteracdes na coloracdo das amostras em nenhum dos tempos coletados ao

longo dos 6 dias (Figura 3).
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Figura 3. Comparacdo entre isolados de Trichoderma spp. pelo teste
colorimétrico de Sakowski.

Avaliando o comportamento e quantificando a quantidade de AIA
produzida ao longo do tempo dos isolados Trichoderma “F” e “G” foi possivel
observar que ambos os isolados apresentaram maior producédo de AIA em 48
horas. Neste periodo foi identificado através da espectrofotometria 42 pg mL™
de AIA produzido pelo isolado “F”, nas amostras provenientes do isolado “G”
observou se uma quantidade inferior apresentando 34 pg mL™. Também foi
possivel notar que nas condi¢des in vitro as quais os isolados foram
submetidos, nas coletas posteriores (72, 96 e 144 horas) houve um declinio
das concentracées de AIA no meio de cultura, se estabilizando em 0 pg mL™

como € possivel observar na figura 4.
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Figura 4. Concentracdes de AIA (ug mL™) apresentadas pelos isolados de
Trichoderma spp. nos meios de cultura BD com adi¢ao de triptofano, ao longo

do tempo. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

4.2 Solubilizac&o de fosfato por Trichoderma spp.

O teste de solubilizacdo de fosfato in vitro utilizando meio de cultura
NBRIP demonstrou que em 96 horas de incubacdo todos os isolados de
Trichoderma spp. estudados foram capazes de solubilizar fosfato. As
concentracdes encontradas variaram de 7,06 a 11,10 yg mL™ (Figura 5). O
teste de Scott-Knott diferenciou as médias de solubilizacdo de fosfato em 6
grupos sendo os isolados “F”, “G” e “R” os que apresentaram as maiores
concentragbes de fésforo solivel. Em seguida se destacaram os isolados
Trichodermil®, “B” e “H”. Os resultados de pH demonstram que os isolados “F”,
“G” e Trichodermil® alteraram de maneira diferenciada o pH do meio de cultura
em relacdo aos demais isolados acidificando mais o meio, com pH que variou

de 5 a 5,2 (Figura 5). E importante destacar que o isolado “R” foi capaz de
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disponibilizar uma maior quantidade de fésforo, mantendo o pH em 5,6 de
modo que a eficiéncia para solubilizacdo n&o foi influenciada apenas pela

reducao de pH.
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Figura 5. Concentracéo de fosfato solubilizado (ug mL™) e pH pelos isolados
de Trichoderma spp. ap6s 96 horas de desenvolvimento, em meio de cultura
NBRIP.

Médias seguidas de letras diferentes, mindsculas para as médias de fésforo sollvel, e
mailsculas para as médias de pH, diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

O experimento de solubilizagdo de fosfato realizado com os isolados
Trichoderma “F”, “G”, Trichodermil® e “R", selecionados pela capacidade de
solubilizacéo de fosfato, com leituras em espectrofotometro em 48, 96 e 144
horas demonstraram que o isolado “R” diferenciou-se nas primeiras 48 horas
dos isolados “F” e “G”, apresentando concentragdes de fosforo soluvel de 9,01
ug mL™ mantendo valores acima de 10 ug mL™ até as 144 horas de incubagéo.

Os demais isolados apresentaram um pico de solubilizacdo em 96 horas e
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posteriormente as concentracdes encontradas foram inferiores @ 9 pg mL™.
N&o foram observadas diferencas significativas entre as concentracdes de

fésforo entre os isolados a partir de 96 horas (Figura 6).
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Figura 6. Média da concentragdo de fésforo solivel (ug mL™) pelos isolados de
Trichoderma spp. em 48, 96 e 144 horas de desenvolvimento em meio de
cultura NBRIP. Médias seguidas de letras distintas, em cada tempo, diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3 Crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo dos isolados de
Trichoderma spp.

Foi observado que o desenvolvimento in vitro em meio de cultura BDA
dos isolados “R” e Trichodermil® apresentaram os maiores valores para indice
de velocidade de crescimento micelial (IVCM), enquanto que Trichoderma “F”
apresentou uma velocidade de crescimento 29% inferior ao apresentado pelo

isolado “R”. Para esporulacdo foi possivel notar que Trichoderma “R”
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apresentou trés vezes mais esporos quando comparado aos isolados “F” e
Trichodermil® que n&o apresentaram diferencas significativas entre eles. Apés
o periodo de 12 horas de incubacéao dos conidios, o isolado “R” apresentou a
menor porcentagem de conidios germinados enquanto que o isolado “F” e
Trichodermil® apresentaram porcentagem de esporulacdo acima de 50% neste
periodo (Tabela 3).

Tabela 3. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), esporulagéo e
germinacao dos isolados de Trichoderma spp.

Tratamento IVCM Esporulacdo Germinacéao
(mm dia™) x 10" (esporo mL™) (%)
Trichoderma “F” 36,38 b 0,795 b 64,00 a
Trichoderma “R” 51,17 a 2,489 a 41,09 b
Trichodermil® 47,62 a 0,969 b 55,42 a
C.V.(%) 6,06 17,29 12,46

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.4 Crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo dos isolados de

Trichoderma spp sob influéncia de preparados homeopaticos

Quando aplicado Carbo vegetabilis 6CH sobre o meio de cultura BDA foi
possivel observar que o IVCM de Trichoderma “R” foi superior ao de “F”
enquanto que Trichodermil® ndo apresentou diferencas significativas dos
demais isolados (Tabela 4). Sob tratamento de Phosphorus 6CH foi possivel
notar que o isolado “R” apresentou média superior ao dos demais isolados (“F”
e Trichodermil®) que ndo se diferenciaram sob este tratamento. Notou-se
também que o IVCM de Trichoderma “F” e Trichodermil® nao foi influenciado
com a aplicagcdo dos tratamentos homeopaticos, apenas o isolado “R” sob
tratamento de Phosphorus 6CH obteve valores superiores aos observados com

a aplicacado de Carbo vegetabilis 6CH, sendo que os valores obtidos sem a
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aplicacdo de preparados homeopaticos (SPH) ndo se diferiram dos obtidos
com os demais tratamentos (Tabela 4).
Tabela 4. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), esporulagéo e

germinacao dos isolados de Trichoderma spp. sob influéncia da aplicagao de
preparados homeopéticos.

Tratamento C. vegetabilis Phosphorus SPH
IVCM (mm dia™)
Trichoderma “F” 46,85 Ba 50,12 Ba 47,16 Ba
Trichoderma “R” 51,04 Ab 56,17 Aa 53,67 Aab
Trichodermil® 50,10 ABa 49,05 Ba 51,04 Aa
C.V.(%) 6,04
Esporulacéo x 10" (esporo mL™)
Trichoderma “F” 2,42 Ab 8,23 Aa 1,58 Ab
Trichoderma “R” 2,78 Ab 8,90 Aa 3,28 Ab
Trichodermil® 2,30 Aa 2,52 Ba 2,18 Aa
C.V.(%) 28,58
Germinacao (%)
Trichoderma “F” 80,25 Aa 58,34 Ab 47,67 Ab
Trichoderma “R” 57,25 Ba 53,67 Aab 43,25 Ab
Trichodermil® 57,75 Ba 52,58 Aa 52,50 Aa
C.V.(%) 13,51

SPH: sem preparado homeopéatico; C. vegetabilis: Carbo vegetabilis 6CH; Phosphorus
6CH

Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacédo a esporulacdo, quando aplicado Carbo vegetabilis 6CH nao
foi observado diferencas entre os isolados utilizados no estudo. Com a
aplicacdo de Phosphorus 6CH foi possivel notar que os isolados “R” e “F”
apresentaram uma média aproximada de 3,4 vezes mais esporos que
Trichodermil®. Sem o preparado homeopéatico (SPH) n&o houve diferenca para
esporulacéo entre isolados de Trichoderma. . Foi observado que o tratamento
Phosphorus 6CH promoveu maior esporulacdo nos isolados “‘R” e “F” se

comparado as médias obtidas com Carbo vegetabilis 6CH e SPH. Nao houve
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diferencas significativas entre os tratamentos sob a esporulacdo de
Trichodermil® (Tabela 4).

Ap6s 12 horas de incubagdo dos conidios sob tratamento Carbo
vegetabilis 6CH foi possivel notar que Trichoderma “F” obteve maiores médias
quando comparadas a “R” e Trichodermil® que nao diferiram entre si. Ndo foi
possivel observar diferencas entre os isolados quando aplicados o tratamento
Phosphorus 6CH e SPH. Foi verificado que a porcentagem de germinagao do
isolado “F” foi superior com a aplicagao do tratamento homeopatico Carbo
vegetabilis 6CH. O isolado “R” também apresentou acréscimo da porcentagem
de germinacdo com a utilizacdo do tratamento homeopatico Carbo vegetabilis
6CH enquanto que as porcentagens obtidas com o tratamento Phosphorus
6CH nao apresentou diferencas significativas de Carbo vegetabilis 6CH e SPH.

O produto Trichodermil® ndo apresentou diferencas estatisticas com a

aplicacao dos tratamentos homeopaticos (Tabela 4).

4.5 Crescimento do tomateiro-cereja pela aplicacdo de Trichoderma spp. e
preparados homeopéticos

Os resultados obtidos com as medi¢cdes semanais da altura das plantas
demonstraram que as parcelas tratadas com Trichodermil® e isolado “R”
apresentaram respectivamente médias de 14,80 e 14,71 cm de ganho médio
de altura, resultados que se diferenciaram das meédias apresentadas nas
plantas tratadas com o isolado “F” com 14,03 cm de altura. Os tomateiros que
nao receberam isolados de Trichoderma apresentaram ganho médio de altura

de 14,26 cm, sem diferenca dos demais tratamentos.
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Resultados obtidos acompanhando o aumento semanal do diametro do
caule dos tomateiros indicou interacao entre os tratamentos homeopaticos e os
isolados de Trichoderma. Plantas sem a aplicacdo de preparado homeopético
(SPH) e tratadas com Trichoderma “R” apresentaram meédias inferiores a
testemunha e tratadas com isolado “F” e Trichodermil®. As plantas tratadas
com Carbo vegetabilis 6CH, apresentaram um maior desenvolvimento do caule
guando tratadas com Trichoderma “F” e “R” enquanto as plantas com auséncia
de Trichoderma spp. e Trichodermil®, ndo se diferiram. Sob a influéncia do
tratamento Phosphorus 6CH, as plantas tratadas com Trichoderma “F” se
diferenciaram das tradas com Trichoderma “R”, os valores obtidos na auséncia
de Trichoderma e Trichodermil® ndo se diferiram dos demais tratamentos
(Tabela 5).

Tabela 5. Aumento semanal do diametro do caule dos tomateiros sob

influéncia de Trichoderma spp. em interagdo com preparados homeopaticos
Carbo vegetabilis e Phosphorus.

SPH C. vegetabilis Phosphorus
Tratamento

________________________________ mm _—————— _——————
Testemunha 3,42 Aa 3,09 BCa 3,00 ABa
Trichoderma “F” 3,36 Aa 3,52 Aa 3,36 Aa
Trichoderma “R” 2,90 Bb 3,35 ABa 2,83 Bb
Trichodermil® 3,37 Aa 2,90 Cb 3,10 ABab
C.V. (%) 16,96

SPH: sem preparado homeopatico; C. vegetabilis: Carbo vegetabilis 6CH; Phosphorus
6CH; Testemunha: auséncia da aplicagdo de Trichoderma spp.

Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas,
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Foi notado que os tratamentos homeopaticos nao influenciaram
respostas significativas nas plantas tratadas com Trichoderma “F” tal como as
que nado receberam Trichoderma. Plantas tratadas com “R” apresentaram

valores superiores quando associados ao tratamento Carbo vegetabilis 6CH,
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sendo que sob influéncia de Phosphorus 6CH as plantas ndo apresentaram
diferencas das que ndo receberam os tratamentos homeopaticos. Plantas
tratadas com Trichodermil® apresentaram resultados superiores na auséncia de
preparados homeopéticos e tratamento Phosphorus 6CH das plantas tratadas
com Carbo vegetabilis 6CH (Tabela 5).

A média do numero de folhas das plantas tratadas com o isolado “R” de
13,53 (folhas por planta) foi superior ao da testemunha (12,67) e do isolado “F”
(12,33). As plantas tratadas com Trichodermil® apresentaram 13,07 folhas por
planta em média e nao diferiram dos demais tratamentos.

Os parametros avaliados dos tomateiros-cereja ndo foram influenciados
pela interacdo entre os tratamentos com Trichoderma spp. e a aplicacado dos
preparados homeopéaticos. O desenvolvimento da parte aérea foi influenciado
apenas pelos tratamentos com isolados de Trichoderma (Tabelas 6 e 7), e 0
sistema radicular sofreu influéncia da aplicacdo dos preparados homeopaticos
(Tabela 8).

Em relagcado ao indice de area foliar (IAF) a aplicacdo do isolado “R”
favoreceu a expansao foliar, diferenciando dos demais tratamentos. Os
resultados obtidos para massa fresca das folhas (MFF) mostram que as plantas
tratadas com o Trichoderma “R” diferiram estatisticamente apresentando 12%
MFF do que a testemunha, enquanto os demais tratamentos nédo se diferiram
da testemunha. O mesmo padréao foi notado na massa fresca da parte aérea
(MFPA). Nao observou-se diferencas estatisticas entre os tratamentos para

massa fresca das inflorescéncias e massa fresca do caule (Tabela 6).
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Tabela 6. indice de éarea foliar (IAF), massa fresca das folhas (MFF), massa
fresca das inflorescéncias (MFI), massa fresca do caule (MFC) e massa fresca
parte aérea (MFPA) do tomateiro-cereja em cultivo inicial com isolados de
Trichoderma spp.

IAF MFF MFI MFC MFPA
Tratamento 2 2

-- CM“ CM™ == e o

Testemunha 0,89 b 10,52 b 1,18 a 8,37 a 20,07 b
Trichoderma “F” 091 b 10,97 b 108 a 868 a 20,72 b
Trichoderma “R” 1,01 a 11,89 a 1,17 a 8,98 a 22,04 a
Trichodermil® 092 b 11,03 ab 123 a 8,63 a 20,89 ab

C.V. (%) 7,93 8,25 33,79 9,68 6,38

Testemunha: auséncia da aplicagéo de Trichoderma spp.
Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O ndmero de inflorescéncias ndo diferiu entre os tratamentos,
apresentando na média 2,5 inflorescéncias por planta.

As médias obtidas das partes secas da parte aérea da planta
demonstram que a massa seca das folhas de plantas tratadas com isolado “R”
foram superiores ao das plantas testemunhas enquanto que as tradadas com
Trichodermil® e Trichoderma “F” apresentaram médias que ndo se diferiram
das testemunhas e da média encontrada em Trichoderma “R” (Tabela 7).
Tabela 7. Massa seca das folhas (MSF), massa seca das inflorescéncias

(MSI), massa seca do caule (MSC) e massa seca da parte aérea (MSPA) do
tomateiro-cereja em cultivo inicial com isolados de Trichoderma spp.

MSF MSI MSC MSPA

Tratamento R R
Testemunha 193 b 0,17 a 1,19 a 4,12 b
Trichoderma “F” 2,04 ab 0,15 a 1,20 a 422 b
Trichoderma “R” 2,25 a 0,16 a 1,31 a 459 a
Trichodermil® 2,07 ab 0,18 a 1,25 a 4,36 ab
C.V. (%) 11,19 28,98 11,92 8,31

Testemunha: auséncia da aplica¢éo de Trichoderma spp.
Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Os resultados de massa seca da parte aérea demonstram que as

plantas tratadas com Trichoderma “R” também apresentaram mais massa se
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comparado a das testemunhas e plantas tratadas com “F”. Plantas tradadas
com Trichodermil® ndo se diferram das testemunhas e dos demais
tratamentos. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas para massa seca
das inflorescéncias e massa seca do caule (Tabela 7).

A massa fresca e seca das raizes (MFR e MSR) foram influenciadas
pela aplicagéo de Carbo vegetabilis 6CH, nos quais obteve-se MFR 11% maior
que a testemunha e MSR 6% superior a apresentada pela testemunha (SPH).
O tratamento Phosphorus 6CH nédo diferiu da testemunha e do Carbo
vegetabilis 6CH (Tabela 8).

Tabela 8. Massa fresca radicular (MFR) e massa seca radicular (MSR) do
tomateiro-cereja em cultivo inicial com aplicacdo de preparados homeopaticos.

MFR MSR
Tratamento
JE— J— g ___________ g ___________
Carbo vegetabilis 6CH 8,90 a 0,87 a
Phosphorus 6CH 8,48 ab 0,84 ab
SPH 794 b 0,82 b
C.V. (%) 11,19 12,29

SPH: sem preparado homeopético.
Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

4.6 Andlise quimica da parte aérea do tomateiro-cereja

Em relagcdo a andlise dos resultados quimicos da parte area do
tomateiro-cereja ndo houve interacdo entre a aplicacdo de Trichoderma spp. e
0s preparados homeopéticos. Os tratamentos de Trichoderma néo
influenciaram as quantidades relativas absorvidas de enxofre (S) e boro (B).
Porém, houve diferenca para todos os demais macronutrientes. As quantidades
de nitrogénio (N) encontrados nas plantas tratadas com Trichoderma “F” foram

7% inferior ao encontrado na testemunha, enquanto que o isolado “R”
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apresentou valores 5% superiores a testemunha (Tabela 9). No entanto,
nenhum tratamento diferenciou-se da testemunha.

Os valores observados de fésforo (P) demonstram que plantas tratadas
com Trichodermil® apresentaram 9% menos fosforo do que a testemunha e as
tratadas com Trichoderma “F”.

Tabela 9. Resultado da andlise quimica da parte aérea do tomateiro-cereja sob
influéncia de Trichoderma spp. aos 42 dias ap0s transplantio.

N P K Ca Mg S
Tratamento =
-------------------------------- g kg
Testemunha 1493 ab 1,09 a 31,33 a 20001 b 499 a 361 a
Trichoderma “F” 1394 b 1,07 a 29,87 ab 23,80 a 499 a 3,67 a
Trichoderma “R* 15,75 a 1,03 ab 28,72 ab 14,38 c¢c 455 b 3,85 a
Trichodermil® 15,07 ab 0,99 b 2721 b 12,73 d 501 a 3,78 a
C.V.(%) 12,21 8,59 15,39 7,71 8,83 12,47
B Cu Fe Mn Zn
Tratamento 1
——— mg kg —
Testemunha 37,80 a 17,91 a 308,05 a 126,19 a 4229 b
Trichoderma “F” 36,18 a 19,09 a 299,70 a 131,60 a 54,15 a
Trichoderma “R” 34,70 a 1473 b 218,71 b 7498 b 31,68 c
Trichodermil® 3437 a 11,90 ¢ 141,19 ¢ 6145 b 26,32 ¢
C.V.(%) 12,90 17,39 28,22 21,52 23,10

Testemunha: auséncia da aplicagéo de Trichoderma spp.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para o potassio (K) verificou-se diferenca entre Trichodermil® (27,21 g
kg') e a testemunha (31,33 g kg™), sendo que os demais tratamentos
apresentaram valores intermediarios. Observando a média de calcio (Ca), nota-
se que plantas tratadas com Trichoderma “F” apresentaram relativamente16%
mais Ca do que a planta testemunha, enquanto que Trichodermil® e
Trichoderma “R” apresentaram, respectivamente, valores 36% e 28% inferiores

aos encontrados na testemunha.



45

Os resultados de magnésio (Mg) demonstram que apenas as plantas
tratadas com o isolado “R” diferenciaram-se, apresentando 9% menos Mg do
gue a testemunha.

A quantidade de cobre (Cu) encontrada nas plantas tratadas com
Trichodermil® e Trichoderma “R” foram respectivamente 34% e 18% inferiores
aos valores encontrados nas testemunhas que ndo apresentaram diferencas
das plantas tratadas com Trichoderma “F”. O mesmo padrao foi observado
para ferro (Fe) e manganés (Mn); o isolado “F” ndo apresentou diferencas das
plantas testemunhas enquanto os tratamentos Trichodermil® e Trichoderma “R”
demonstraram respectivamente 55% e 29% menos Fe e 51% e 41% menos Mn
se comparados a testemunha (Tabela 9).

Foram obtidos valores superiores na quantidade de zinco (Zn) presente
nas plantas tratadas com Trichoderma “F” que continham 22% mais Zn do que
a testemunha. As plantas tratadas com Trichodermil® e Trichoderma “R”
apresentaram resultados inferiores ao da testemunha, chegando a 38% de
diferenca para Trichodermil® e 25% para Trichoderma “R” (Tabela 9).

Resultados observados referentes aos preparados homeopaticos
demonstram que as plantas tratadas semanalmente com Phosphorus 6CH
apresentaram menores quantidades de fésforo na parte aérea (folhas e
caules). Também foi observado que sob tratamento de Carbo vegetabilis 6CH e
Phosphorus 6CH o tomateiro-cereja apresentou menores quantidades de célcio
em relacdo a testemunha (Tabela 10). Nao houve diferencas para os demais

macronutrientes e para 0os micronutrientes.
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Tabela 10. Resultado da analise quimica da parte aérea do tomateiro-cereja
sob influéncia dos tratamentos homeopéticos aos 42 dias apds transplantio.

N P K Ca Mg S

Tratamentos T

C. vegetabilis 14,49 a 1,08 a 2993 a 1720 b 492 a 3,76 a
Phosphorus 1498 a 100 b 2891 a 17,37 b 4,73 a 3,71 a

SPH 1531 a 106 a 2901 a 1861 a 501 a 3,71 a
C.V.(%) 12,21 8,59 15,39 7,71 8,83 12,47
B Cu Fe Mn Zn
Tratamentos =)
e ----mg kg™ -

C. vegetabilis 36,50 a 16,37 a 24437 a 9536 a 3961 a
Phosphorus 3584 a 1553 a 22948 a 100,83 a 36,60 a
SPH 3493 a 1582 a 251,89 a 9948 a 39,61 a

C.V.(%) 12,90 17,39 28,22 21,52 23,10

SPH: sem preparado homeopético;C. vegetabilis: Carbo vegetabilis 6CH; Phosphorus 6CH
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivos identificar isolados de Trichoderma spp.
capazes de promover crescimento em tomateiro-cereja, através de suas
capacidades de producéo de acido indolacético (AlA) e solubilizacao de fosfato,
bem como estudar os efeitos dos tratamentos homeopaticos Carbo vegetabilis
6CH e Phosphorus 6CH no desenvolvimento de Trichoderma spp. (in vitro) e
como técnica para promocao de crescimento no tomateiro-cereja com interacao
com o fungo Trichoderma spp. No experimento referente a capacidade de
producdo de &cido indolacético, verificou-se que dos 17 isolados apenas 2
obtiveram sucesso em converter triptofano em AlA. Apesar disto, foi detectado
que as concentracdes de AIA produzidos apos as 48 horas de incubacao
reduziram-se e em 144 horas nao foi possivel identificar AIA em niveis
detectaveis a 530 nm de absorbancia no espectrofotdmetro. Estudos realizados
por Carvalho-Filho et al. (2008), demonstraram que isolados de Trichoderma

spp. possuem niveis detectaveis para concentragdes de AIA apds 7 dias de
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desenvolvimento em meio de cultura batata e dextrose (BD). Oliveira et al.
(2012), estudando a producgéo de AIA por diferentes isolados de Trichoderma
spp. com a utilizacdo de L-triptofano ao longo do tempo, verificaram que os
isolados foram eficientes na producdo de AIA com adicdo do precursor L-
triptofano ao meio de cultura, encontrando concentracées de AIA acima das
encontradas neste trabalho apos o 4° dia de desenvolvimento dos isolados em
meio BD. A producao de AlA foi o principal fator de sele¢ao do isolado “F” para
0 experimento como promotor de crescimento do tomateiro-cereja (experimento
in vivo). Entende-se que as suas caracteristicas de producdo de AIA e
comportamento in vitro ndo se apresentaram da mesma maneira no
experimento in vivo, o que pode ter ocorrido devido a diversos fatores que
podem ter influenciado no desenvolvimento do fungo, como variacdes de
umidade e temperatura, composi¢cao do solo entre outros.

Foi verificado também que todos os isolados estudados no experimento
in vitro foram capazes de solubilizar fésforo, contudo foram selecionados os
isolados que produziram maiores quantidades de fosforo e modificaram o pH
do meio de cultura NBRIP. Foi verificado que os isolados apresentaram um
pico de concentracdo de fosforo soliuvel em 96 horas e posteriormente
verificou-se uma tendéncia na diminuicdo desta concentracdo. Estudos de
Oliveira et al. (2012), com Trichoderma spp. em meio de cultura NBRIP,
verificou que em 96 e 144 horas os isolados apresentaram concentracdes
superiores aos dos dias que o antecederam. Os autores também identificaram
que apos as 144 horas houve uma reducdo significativa das concentragfes de

fésforo solUvel presente, uma vez que com a escassez de recursos no meio de
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cultura, este elemento também pode ser assimilado pelo fungo ao longo de seu
desenvolvimento. Kapri & Tewari (2010), também observaram que houve um
aumento gradativo da concentracdo de fosforo durante o periodo entre 24
horas e 96 h de incubacgéo, posteriormente houve reducédo das concentracfes
de fosfato solluvel encontrado no meio de cultura. Em relagdo ao pH, alguns
autores (OLIVEIRA et al., 2012; KAPRI & TEWARI, 2010) também observaram
uma reducdo de pH significativa do meio de cultura utilizando isolados de
Trichoderma sp. solubilizadores de fosfato, associando este fato a eficiéncia de
solubilizacdo de fosfato. Ainda que a acidificacdo do meio esteja associada a
capacidade de solubilizagdo de fosfato, o isolado “R” estudado neste trabalho,
apresentou concentracdes mais elevadas de fosforo embora tenha reduzido
menos o pH do meio de cultura em relacao aos isolados.

Quanto ao desenvolvimento micelial, esporulacdo e germinagéo, foram
verificadas diferencas significativas entre os exemplares estudados para todos
0s parametros estudados. Harman (2000), afirma que a eficiéncia na
competicdo por espaco e nutrientes, tal como a rapida colonizacéo da rizosfera
sdo algumas caracteristicas determinantes para a eficiéncia de Trichoderma
spp. na promoc¢ado do desenvolvimento das plantas. Isolados de Trichoderma
Spp. que possuem como caracteristicas o rapido desenvolvimento micelial e
eficiéncia na producdo de conidios de alta porcentagem germinativa podem
efetuar uma rapida colonizacdo da rizosfera e rizoplano das plantas (LEITE,
2003).

Os resultados obtidos com os tratamentos homeopéaticos aplicados aos

isolados de Trichoderma demonstram que a utilizacdo de Phosphorus 6CH
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influenciou de maneira positiva na producdo de conidios, enquanto Carbo
vegetabilis 6CH aumentou o numero de conidios germinados com 12h. O
resultado obtido para indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) com
aplicacdo de Phosphorus 6CH no Trichoderma “R” sugere que este tratamento
pode ser promissor no que se refere ao aumento da velocidade de colonizacéo
deste isolado. Damin et al. (2014), observaram que a aplicagéo de Phosphorus
3CH em Beauveria bassiana apresentou um crescimento micelial superior a
outros tratamentos e testemunha. Os autores também verificaram que a
aplicacdo de Phosphorus 3CH n&o promoveu alteracbes na esporulacdo de
Beauveria bassiana quando comparados as testemunhas. Resultados que se
diferem dos encontrados no presente trabalho com Phosphorus 6CH que
favoreceram a producdo de conidios de Trichoderma “R” e “F”. No presente
trabalho nao verificou-se efeito de Phosphorus 6CH sobre a germinacédo de
conidios de Trichoderma spp. A germinacédo de conidios foi incrementada pelo
tratamento com Carbo vegetabilis 6CH somente para o isolado “F”. Toledo
(2009) ao testar o efeito na germinacdo de Alternaria solani utilizando
Phosphorus 6, 12, 30 e 100CH néo verificou efeito sobre o patégeno.

Quando se avaliou a influéncia dos isolados de Trichoderma spp. e
tratamentos homeopaticos no desenvolvimento da altura das plantas de
tomateiro-cereja verificou-se que apenas o0s isolados de Trichoderma
promoveram ganho em altura. Resultados que corroboram com o0s
apresentados por Cubillos-Hinojosa & Mejia (2009), que demonstraram que
algumas estirpes de Trichoderma spp. foram eficientes para promocao de

crescimento de plantas de maracuja favorecendo o aumento na altura das
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plantas. Chagas et al. (2015), também verificaram que isolados de
Trichoderma, capazes de solubilizar fosfato, foram eficientes na promoc¢ao de
aumento da altura das plantas de arroz. Rossi et al. (2006), relataram
acréscimo no desenvolvimento da altura das plantas de alface com a utilizacao
de Carbo vegetabilis 6CH, 100CH e 200CH, o que n&o ocorreu no presente
estudo.

No diametro do caule foi verificado um maior desenvolvimento quando
houve interacdo de Carbo vegetabilis 6CH com Trichoderma “R”. Pulido et al.
(2014), ao aplicarem Carbo vegetabilis 6CH e 30CH verificaram que o diametro
do caule de plantulas de repolho nao diferiram do resultado encontrado na
testemunha.

E importante frisar que estudos da interacdo fungo-preparados
homeopaticos como promotores de crescimento sdo incipientes. A maioria dos
resultados obtidos no presente experimento mostraram efeitos isolados dos
fatores, respondendo o tomateiro em relacdo ao seu desenvolvimento inicial da
parte aérea aos isolados de Trichoderma spp. e o0 sistema radicular aos
preparados homeopaticos.

Os resultados da pesagem na massa fresca da parte aérea do
tomateiro-cereja mostram que os isolados de Trichoderma spp. influenciaram
positivamente no desenvolvimento das folhas. O motivo para o Trichoderma “F”
nao ter se diferenciado da testemunha apesar da sua eficiéncia para a
producéo de AIA, pode estar relacionada as caracteristicas de desenvolvimento
deste isolado na rizosfera dos tomateiros, sendo este um fungo que apresentou

crescimento menos vigoroso e de menor esporulacdo como observado nos
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estudos in vitro. Em funcéo disto é possivel que a interagdo fungo-planta tenha
sido menos eficiente. Xie et al. (1996), alegam que a presenca excessiva de
AlA produzida por microrganismos pode, ndo somente alongar as e estimular a
divisdo celular, como também exercer um efeito inibidor no crescimento das
plantas ao promover a sintese de etileno ao estimular a atividade da enzima
sintase de seu precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC). Chagas et
al. (2015), verificaram que os tratamentos a base de Trichoderma spp.
promoveram maior ganho de biomassa em plantas de arroz, apresentando
aumento em diversos parametros. Os autores também observaram que houve
uma maior absorcdo de fésforo pelas plantas tratadas com Trichoderma spp.
Machado et al. (2011), utilizando diversas cepas de Trichoderma e um produto
comercial a base de Trichoderma harzianum e verificaram que estes fungos
promoveram o crescimento da parte aérea de aveia-preta, obtendo maior
massa. Resultados apresentados por Aguiar et al. (2013), demonstraram assim
como neste trabalho, que a presenca de Trichoderma spp. foi determinante
para um maior acumulo da massa fresca da parte aérea das plantas, de
maracujazeiro e feijoeiro. Harman (2000), afirma que a cepa T-22 de
Trichoderma harzianum promoveu o crescimento de milho, soja e piment&o
além de favorecer a produtividade. Embora os preparados homeopéaticos
utilizados neste estudo ndo tenham influenciado o desenvolvimento da parte
aérea, Toledo et al. (2015), verificaram que, Propolis, Sulphur e Ferrum
sulphuricum, apresentaram efeitos positivos no desenvolvimento do tomate cv.

Débora Plus, incrementando o crescimento do tomateiro. Além disto, o estudo
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indicou que os preparados homeopaticos podem controlar a pinta-preta
(Alternaria solani).

Os dados de indice de area foliar (IAF) demonstram que o isolado “R*
pode ter favorecido a absorcédo de luz pelas plantas, o que pode representar
ganhos na produtividade na cultura do tomateiro, influenciando na maximizacao
da producado de cachos e frutos, uma vez que o IAF € um parametro indicador
da superficie disponivel para interceptacdo e absorcdo de luz para a
fotossintese (REIS et al., 2013).

Quando se observa os resultados de niumero de folhas, massa seca das
folhas e da parte aérea, é possivel verificar que os isolados de Trichoderma
spp. exerceram um papel importante no desenvolvimento dos tomateiros, com
maior destaque para a aplicacdo do Trichoderma “R”. Aguiar et al. (2013)
demonstram que a presenca de Trichoderma spp. permitiu maior acumulo da
massa da parte aérea de feijoeiro. A promoc¢ao de crescimento em plantas pela
aplicacéo de Trichoderma spp. também foi observado no trabalho de Santos
(2008) em que os tratamentos foram eficientes para aumentar a massa seca da
parte aérea e radicular de soja, milho e feijio. E possivel observar que
diferentes isolados foram eficientes para diferentes espécies de plantas,
sugerindo que os resultados podem variar de acordo com as espécies de
plantas utilizadas e também com os diferentes isolados de Trichoderma spp.
Silva et al. (2011b) detectaram que isolados de diversas espécies de
Trichoderma e o produto Trichodermil® foram eficientes na promocdo de

crescimento de pepino, além de induzirem resisténcia a doencas. Os
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resultados dos autores também indicaram que Trichodermil® apresentou
resultados positivos, superiores a maioria dos isolados estudados.

Em relacdo ao sistema radicular do tomateiro-cereja foi observado que o
tratamento homeopéatico Carbo vegetabilis 6CH favoreceu o0 seu
desenvolvimento, enquanto que a aplicacdo de Phosphorus 6CH néo
diferenciou da testemunha. Pinto et al. (2014), avaliaram o crescimento inicial
de mangaba sob influéncia de Carbo vegetabilis nas dinamizacdes 4, 12 e
24CH, e obtiveram respostas negativas de desenvolvimento radicular. Neste
mesmo trabalho os autores ressaltaram que os tratamentos utilizados nao
incrementaram o namero de folhas, e a massa seca da parte aérea. Resultados
obtidos por Pulido et al. (2014), verificaram que o preparado homeopatico
Carbo vegetabilis aumentou significativamente o crescimento da parte aérea de
plantas de repolho, muito embora ndo tenha apresentado respostas
significativas nas raizes desta espécie.

No presente estudo ndo se verificou resultados na parte aérea do
tomateiro-cereja pela aplicacdo de Carbo vegetabilis 6CH e Phosphorus 6CH.
Cabe ressaltar que os preparados homeopaticos agem no organismo pela lei
do semelhante e que ndo se trata de uma acdo quimica, mas de uma
informacdo (BARBOSA NETO, 2006). Deste modo, segundo Bonamin,
Lagache, Bastide (2008) deve haver uma interacdo entre o receptor da
informacédo, no nosso trabalho o tomateiro-cereja, e a informacao (Carbo
vegetabilis 6CH e Phosphorus 6CH), ou seja, as informacgfes transmitidas
pelos preparados homeopaticos precisariam ser necessarias ao tomateiro-

cereja. A acdo da aplicacdo do Trichoderma spp., favorecendo o
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desenvolvimento vegetal do tomateiro, minimizou a informacao transmitida pelo
Phosphorus 6CH. Ambrosano et al. (2014), demonstraram que a utilizacdo de
Phosphorus 100CH influenciou positivamente a massa fresca e seca de feijao-
de-porco (Canavalia ensiformes) e feijao-mungo (Vigna radiata), embora o
mesmo tratamento teve efeito inibitério em crotalaria-juncea (Crotalaria juncea).
Vé-se que as respostas pela aplicacdo de tratamentos homeopaticos podem
variar de acordo com a espécie da planta tratada.

Os resultados encontrados na andlise quimica da parte aérea das
plantas indicam que os isolados de Trichoderma spp. foram capazes de
influenciar na absor¢éo dos nutrientes nos processos metabdlicos das plantas.
Os fungos do género Trichoderma sao capazes de solubilizar e facilitar a
disponibilizacdo de nutrientes para as plantas, sendo em alguns casos,
necessario menor quantidade de fertilizante para se obter maiores rendimentos
(HARMAN et al., 2004). E possivel que a menor quantidade relativa de alguns
elementos presentes nas plantas deste trabalho, associada a maior producao
de massa seca, esteja relacionada com a maior eficiéncia da utilizacdo dos
nutrientes favorecida pelo Trichoderma spp., estabelecendo maior
desenvolvimento com menor utilizagdo de nutrientes.

Os preparados homeopaticos também podem ter favorecido a utilizagéo
de nutrientes, fésforo (P) e calcio (Ca), reduzindo a quantidade relativa nos
tomateiros, sugerindo uma maior eficiéncia da utilizacdo destes nutrientes.
Sendo o Phosphorus um preparado homeopatico que carrega informacdes
provenientes do elemento fésforo (CASALI et al., 2009), este pode ter atuado

auxiliando a planta a assimilar melhor este elemento, necessitando assim de
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menores quantidades. Do mesmo modo, também foi observada uma menor
quantidade de célcio em plantas tratadas com Carbo vegetabilis e Phosphorus
demonstrando que estes influenciaram as quantidades de nutrientes

necessarios ao desenvolvimento dos tomateiros até o 42° dia apds transplantio.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados observados neste estudo, concluiu-se que:
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e A solubilizacdo de fosfato é uma caracteristica comum a todos isolados

do género Trichoderma obtidos e utlizados neste trabalho,
demonstrando a importancia deste género de fungo na ciclagem do
fosforo;

Observou-se que apenas dois isolados de Trichoderma spp. foram
capazes de utilizar triptofano para producao de AlA;

O isolado Trichoderma “R” apresentou um rapido desenvolvimento
micelial, alta esporulacdo, menor redugcdo do pH para maior
solubilizacdo de fosfato e promocdo de crescimento do tomateiro,
caracteristicas promissoras se comparadas ao isolado jA empregado

comercialmente;



58

e As aplicagcbes de Carbo vegetabilis 6CH e Phosphorus 6CH
demonstraram resultados promissores quanto ao desenvolvimento in
vitro de algumas linhagens de Trichoderma spp., permitindo o aumento
da capacidade de esporulacédo e germinacao de conidios.

e O aumento do diametro do caule ao longo do tempo foi influenciado pela
interacdo dos tratamentos de Trichoderma spp. e dos preparados
homeopaticos;

e Na&o houve interacdo no desenvolvimento do tomateiro aos 42 dias apos
transplantio pela aplicagdo de Trichoderma spp. e dos preparados
homeopéaticos Carbo vegetabilis 6CH e Phosphorus 6CH. O isolado de
Trichoderma “R” apresentou efeito sobre o desenvolvimento da parte
aérea do tomateiro, enquanto que o preparado homeopético Carbo
vegetabilis 6CH apresentou efeito sobre o desenvolvimento radicular.

e A utilizacdo de isolados Trichoderma ssp. e preparados homeopaticos
(Carbo vegetabilis e Phosphorus) no cultivo do tomateiro, para a
promocado do desenvolvimento vegetal, contribuem para os sistemas de

producao de base agroecoldgica.
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APENDICE A
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Figura 7. Tomate no campo — Sitio Primavera
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Figura 8. Tomate cultivado na estufa — Fundagao Mokiti-Okada

Figura 9. Tomate cultivado na estufa — Sitio Floresta de S&o Francisco
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APENDICE B
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Figura 11. Desenvolvimento de fugos em meio de cultura Martin.
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APENDICE C

Figura 13. Leitura diaria do desenvolvimento micelial.
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APENDICE D

Figura 16. Medicdo semanal do didmetro do caule do tomateiro-cereja.
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