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RESUMO

Fungos do género Trichoderma apresentam potencial para o controle de
fitopatbgenos e para a promocdo do crescimento vegetal. Pesquisas com
diferentes culturas comprovam essa capacidade e agregam informacdes sobre 0s
mecanismos de acdo desses bioagentes, contudo, ainda sdo pouco conhecidos
0S mecanismos de acao na promocdo do crescimento em auséncia de
fitopatdbgenos. Além disso, o controle quimico de doencas de plantas nédo é
totalmente eficiente, uma vez que o patdégeno penetra no tecido vascular da
planta. Diante disso, este trabalho teve como objetivos, nos trés capitulos
apresentados, avaliar a fungitoxicidade dos herbicidas Glifosato e Sulfentrazone
sobre o crescimento micelial e a esporulacdo de Trichoderma isolados do solo no
Tocantins; avaliar o efeito da inoculagéo de isolados de Trichoderma em mudas
de mamao em casa de vegetacao e avaliar a contagem de esporos e viabilidade
de conidios de Trichoderma de diferentes espécies utilizando dois substratos,
arroz comum (Oryza sativa) e milheto (Pennisetum glaucum). O herbicida
glifosato ndo afetou o crescimento micelial radial dos isolados UFT 204 e UFT
202, para os demais isolados os herbicidas promoveram uma pequena reducao
no numero de esporos de Trichoderma. Para a inculacdo em mamao, todos o0s
isolados propicionaram crescimento das plantas em todas as variaveis
analisadas, com e sem fosfato natural, comparando com a testemunha. O isolado
UFT 201 foi superior para massa seca da parte aérea, o isolado UFT 202 para
massa seca da raiz e MIX para massa seca total com fosfato natural. Sem fosfato
natural o tatamento MIX foi superior aos demais em todas as variaveis. As
avaliacdes em substratos apos o periodo de incubacéo de sete dias, nota-se que
os isolados UFT 25, UFT 63, UFT 313 e UFT 14 foram os que obtiveram a maior
esporulacdo com médias variando de 2,3 x 10° (UFT 14) e 2,7 x 10° (UFT 25)
esporos g em arroz integral e 3,9 x 10° (UFT 79) esporos g*, em milheto. Os
isolados UFT 313, UFT 14, UFT 37, UFT 79, UFT 205, UFT 201 e UFT 314,
demonstrou excelente esporulagdo e viabilidade entre os substratos, com
porcentagens de 98 a 100% de germinac&do dos conidios ml™*, e 94 a 100% para
os UFT 313, UFT 79, UFT 205, UFT 201 UFT 25 e UFT 37 em milheto. Para os
teste de compatibilidade os isolados UFT 25 x UFT14, UFT25 x UFT313, UFT 63
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x UFT37 demostraram interagdo significativa pelo teste quando comparado por
cultura mista entre micélio.

Palavras-chave: Antagonista. Biocontrole; Promotor de crescimento vegetal,
Viabilidade.
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ABSTRACT

Fungi of the genus Trichoderma present potential for the control of
phytopathogens and to promote plant growth. Different research cultures prove
this ability and aggregate information about the mechanisms of action of these
bioagentes, however, are still litle known mechanisms of action in promoting
growth in the absence of plant pathogens. In addition, the chemical control of plant
diseases is not fully effective, since the pathogen penetrates the vascular tissue of
the plant. Given this, this work had as objectives in three chapters presented,
evaluating the fungitoxicidade of the herbicides Glyphosate and Sulfentrazone on
the mycelial growth and sporulation of Trichoderma isolated from the soil in
Tocantins; determine the effect of inoculation of Trichoderma in papaya seedlings
in the greenhouse and assess spore count and viability of conidia of Trichoderma
in different species using two substrates, rice (Oryza sativa) and pearl millet
(Pennisetum glaucum). The herbicide glyphosate did not affect mycelial radial
growth of the isolates UFT 202 and UFT 204, for other isolated herbicides
promoted a small reduction in the number of spores of Trichoderma. For the
inculacdo in all the isolates papaya provided plant growth in all the analyzed
variables, with and without natural phosphate, comparing with the witness. The
isolated UFT 201 was superior to the dry mass, the isolated UFT 202 to root dry
mass and MIX to total dry mass with phosphate. Without natural phosphate isolate
MIX was superior to others in all variables. The reviews on substrates after an
incubation period of seven days, note that the isolates UFT 25, UFT 63, UFT 313
and UFT 14 were those who obtained the highest sporulation with averages
ranging from 2.3 x 10° (UFT 14) and 2.7 x 10° (UFT 25) spores g in brown rice
and 3.9 x 10° (UFT 79) spores g, in millet. The isolates UFT 313, UFT 14, UFT
37, UFT 79, UFT 201, UFT 205 and UFT 314, demonstrated excellent sporulation
and viability among the substrates, with percentages of 98 to 100% germination of
the conidia mL™, and 94 to 100% UFT 313, UFT 79, UFT 205, UFT 25, UFT 201
and UFT 37 in millet. For the compatibility test the isolates UFT 25 x UFT14,
UFT25 x UFT313, UFT 63 x UFT37 demonstrated interaction UFT significant by

comparison test by mixed culture between mycelium.
Keywords: Antagonist; Biocontrol plant-growth promoter; Viability.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a questdo do uso dos defensivos agricolas é preocupante, pois
segundo ANVISA, IBGE e FAO desde 2008 o Brasil e o maior comprador e
consumidor de agrotéxico do mundo. Nos ultimos 10 anos a venda de agrotoxico
no Brasil cresceu 190% isso e mais que o dobro da média mundial de 93%. Dos
50 agrotoéxicos utilizados no Brasil 15 séo proibidos na Europa.

Entretanto, tem surgido alternativas que possa diminuir esse uso de
agrotoxicos. O fungo do género Trichoderma spp., compreende fungos de vida
livre, que se reproduzem assexuadamente, presentes com mais frequéncia em
solos de regides de clima temperado e tropical. Esses fungos também colonizam
madeira, onde a fase sexual teleomorfa (género Hypocrea) € frequentemente
encontrada. Apesar de existir diversas linhagens ndo possuem ciclo sexual
conhecido assim séo classificadas na sub-divisdo Deuteromycotina (Harman et
al., 2004).

Algumas linhagens de Trichoderma sé&o utilizadas no controle de
fitopatdgenos e na promocgdo de crescimento vegetal devido a sua versatilidade
de acdo, como parasitismo, antibiose e competicdo, além de atuarem como
indutores de resisténcia das plantas contra doencas. Essas caracteristicas tornam
Trichoderma um dos fungos mais pesquisados em condi¢cdes de laboratério, casa
de vegetacdo e campo (HARMAN et al. 2004; DONOS et al., 2008; DELGADO et
al., 2007; FILHO et al., 2008; LOUZADA et al., 2009; HOYOS-CARVAJAL et al.,
2009; BERNARDES et al., 2010; CARVALHO et al., 2011; MACHADO et al.,
2015).

Fungos do género Trichoderma representam os principais agentes de
biocontrole de fitopatdgenos utilizados na agricultura. O isolamento e a selecéo in
vitro destes fungos antagonistas sdo etapas fundamentais para o estabelecimento
de programas de controle biolégico e a composicdo de produtos comerciais
(SILVA et al., 2007; BRAUNA, 2011; ARAUJO et al., 2012).

A utilizacdo do controle biolégico constitui uma estratégia de grande
interesse e importancia para viabilizar a redugdo ou substituicdo do uso de
defensivos. Dessa forma, diverso pesquisas vém testando produtos alternativos
que visem reduzir os problemas fitossanitarios (BETTIOL et al, 2009). Espécies
de Trichoderma possuem um arsenal de mecanismos de acdo e produzem
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substancias antimicrobianas que garantem um amplo espectro de atividade contra
diferentes fitopatégenos. Portanto, possuem capacidade de controlar varias
doencas. Algumas linhagens de Trichoderma possuem capacidade de
desencadear uma série de alteracbes morfologicas e bioquimicas na planta,
levando a ativacdo dos seus mecanismos de defesa contra varios fitopatdgenos
(LORITO et al., 2010).

Dessa forma, o trabalho esta apresentado em trés capitulos com os

respectivos objetivos:

Capitulo I: Acdo dos herbicidas glifosato e sulfentrazone sob Trichoderma spp.,

isolados de solos no Tocantins.

Capitulo II: Trichoderma como promotor de crescimento de mudas de mamao.

Capitulo IlI: Avaliacéo da producéo de esporos e viabilidade de conidios em dois

substratos.
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CAPITULO |

ACAO DOS HERBICIDAS GLIFOSATO E SULFENTRAZONE SOB
Trichoderma spp., ISOLADOS DO SOLO NO TOCANTINS

RESUMO

O uso de herbicidas estd cada vez mais comum e frequente, pois esses
defensivos quimicos visam o controle de plantas daninhas, e podem afetar
organismos nao alvos, a exemplo dos fungos antagonistas. Uma vez que essas
moléculas podem afetar a acdo do agente de controle biolégico, objetivou-se
avaliar a fungitoxicidade dos herbicidas glifosato e sulfentrazone sobre o
crescimento micelial e a esporulacéo de Trichoderma spp., isolados de solos de
Tocantins. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizados, em esquema
fatorial 5 x 5 x 2, sendo cinco isolados de Trichoderma spp., cinco doses de
herbicidas e dois herbicidas, com trés repeticdes. Os herbicidas utilizados foram
Roundup Original (Glifosato, 2 L ha™) e Boral (Sulfentrazone, 1,2 L ha), nas
seguintes dosagens 0, 50, 100, 150 e 200% das doses recomendas para a cultura
da soja. Na testemunha, foram tratados via pulverizacdo de agua destilada estéril.
Avaliaram-se o crescimento micelial radial (CMR) e a esporulacdo dos isolados
apos aplicacdo dos herbicidas. Observaram-se diferencas de sensibilidade dos
isolados para 0 mesmo produto testado. O isolado UFT 204 se mostrou mais
agressivos que os demais Isolados de Trichoderma. O herbicida glifosato ndo
afetou o crescimento micelial radial dos isolados UFT 204 e UFT 202, no entanto,
os herbicidas promoveram uma pequena reducdo no numero de esporos dos

isolados de Trichoderma.

Palavras-chave: Antagonista, Controle biolégico, Fungos.
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ACTION OF GLYPHOSATE AND SULFENTRAZONE HERBICIDES OVER
TRICHODERMA SPP., ISOLATED SOIL IN TOCANTINS

ABSTRACT

The use of herbicides is increasingly common and frequent, as these
agrochemicals aimed at weed control and may affect non-target organisms, like
the antagonistic fungi. Since these molecules can affect the action of biological
control agent, this work aimed to evaluate the fungi toxicity of glyphosate and
sulfentrazone herbicides on mycelial growth and sporulation of Trichoderma spp.,
in Tocantins. A completely randomized design in a factorial 5 x 5 x 2 was applied
with five Trichoderma spp., isolates, five doses of herbicides, two herbicides with
three replications. The herbicides were used Roundup Original (Glyphosate, 2 L
ha') and Boral (Sulfentrazone, 1.2 L ha™), with the following dosages 0, 50, 100,
150 and 200% of recommend doses for soybean. In the control trial test it was
treated via sterile distilled water spray. The radial mycelial growth (CMR) and
sporulation of isolates was evaluated after herbicide application. Sensitivity
differences were observed of isolates tested for the same product, the isolated
UFT 204 was more aggressive than the other isolates of Trichoderma. Glyphosate
herbicide did not affect the radial mycelial growth of UFT 202 and UFT 204
isolates, however, the herbicides provided a small reduction in the spore numbers
of Trichoderma.

Keywords: Antagonist, Biological control, Fungi.
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INTRODUCAO

A restricdo mundial ao uso de produtos quimicos para a prevencdo de
doencas das plantas tém sido um dos principais temas discutidos nos meios
cientificos na busca de novas alternativas ao controle de fitopatdgenos, como o
controle biolégico, a fim de atender as exigéncias do mercado consumidor
(BETTIOL & MORANDI 2009).

Entre os produtos biolégicos utilizados para o controle biolégico tém-se os
biofungicidas. Estes fungicidas biolégicos sdo promissores para utilizacdo na
agricultura, pois atingem alguns nichos que o controle quimico ndo é capaz de
atuar eficientemente. Movimentos organizados podem motivar um declinio da
acao regulatéria dos pesticidas quimicos, aliado a resisténcia das pragas e como
consequéncia serem substituidos ou ter seu uso diminuido em ambientes que se
deseja manter as comunidades microbianas do solo, além do interesse da
populacao por produtos organicos cada vez maiores (GORGEN et al., 2009).

Os fungos do género Trichoderma spp., sado considerados micro-
organismos de vida livre e estdo entre os mais estudados e conhecidos agentes
de biocontrole no mundo (VERMA et al., 2007; DIANESE et al., 2009; BOMFIM et
al., 2010). Estes micro-organismos sao capazes de atuar como agentes de
controle de doencas de varias plantas cultivadas, promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doencas (FORTES et al., 2007; LUCON.,
2008; SILVA et al., 2011).

Algumas linhagens desse género vém recebendo grande atencédo da
comunidade cientifica, por sua versatilidade de acdo, como: antibiose,
hiperparasitismo e competicdo. Apresentam uma diversidade de estratégias de
sobrevivéncia, que os tornam fungos altamente competitivos no ambiente, e
mostram boa capacidade de proliferacdo na rizosfera (RESENDE et al. 2004;
MELO, 2009). Estes micro-organismos tém a capacidade de controlar os
patdbgenos das sementes, entre outros aspectos positivos tais como promotor de
crescimento, controle de enfermidades do solo, ajuda na decomposicao da
matéria organica, estimula no crescimento de raizes e pelos absorventes,

resisténcia sistémica contra pragas, nematicidas, além de melhorar a qualidade
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do solo permite melhor nutricdo (VITERBO et al. 2005; PERAZZOLLI et al., 2008;
VINALE et al., 2008; CAPRONI et al., 2012; CHAGAS et al., 2014).

E importante entender que a eficiéncia destes agentes bioldgicos é
afetada diretamente pelos fatores bidticos locais, tais como a presenca de
bactérias antagonistas de solo (YEDIDIA et al., 2002), e também por fatores
abidticos, tais como: tipo de solo, umidade, pH, temperatura, metais pesados e
residuos de pesticidas (LUCON, 2009).

Entretanto, € importante mencionar que os produtos biologicos diferem
dos quimicos, pois ndo podem ser utilizados em locais em condi¢cdes ambientais e
biolégicas muito diferentes entre si. Isso porque, devido serem organismos Vivos,
devem sobreviver colonizar e se multiplicar na planta ou no ambiente.

Como o uso de herbicidas esta cada vez mais comum e frequente,
algumas medidas importantes devem ser tomadas, pois, embora estes defensivos
quimicos visem o controle de plantas daninhas, eles podem afetar organismos
nao alvos, a exemplo dos fungos antagonistas (PEIXOTO et al., 2010). Bem
como, os herbicidas podem influenciar no crescimento ou no desenvolvimento de
diversos fungos fitopatogénicos ou saprofitos do solo (ROSA et al., 2010).

A acao do glifosato, que € um herbicida de p6s-emergente qualificado
como nao seletivo e de acao sistémica, vem sendo amplamente utilizado para o
controle de plantas daninhas anuais ou perenes. O uso intensivo deste herbicida
pode afetar o desenvolvimento dos fungos entomopatogénicos de ocorréncia
natural. Pesquisadores como ARAUJO et al. (2003), indicam que a presenca do
glifosato no solo pode causar alteragcdes na populagdo microbiana, no entanto,
JUNIOR (2006) cita que a eficiéncia de alguns pesticidas aplicados no solo apés
varios anos tem diminuido, provavelmente, devido a adaptacdo dos micro-
organismos as estes produtos, levando a rapida degradacédo logo apos a sua
aplicacéo.

Outro herbicida importante, o sulfentrazone, que faz parte do grupo das
ariltriazolinonas, tem seu mecanismo de acdo relacionado com a inibicdo da
enzima protoporfirinogénio oxidase (Protox) (NANDIHALLI & DUKE 1993).
MARTINES et al. (2007) pontuaram que nao ha registros na literatura sobre a
identificagcdo de micro-organismos que degradem a sulfentrazona. Ressaltam

ainda que esse herbicida destaca-se como um dos mais utilizados nas principais
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culturas do Brasil. SILVA et al. (2014), avaliando diferentes tipos de solo e épocas
de aplicacdo, sugeriram que esse herbicida afetam nos indicadores
microbioldgicos fisicos, quimicos e bioldgicos do solo em diferente solos e épocas
estudadas. No solo franco-arenoso, o sulfentrazona é o mais prejudicial a
biomassa microbiana, a colonizacdo micorrizica e aos micro-organismos
solubilizadores de fosfato inorganico.

Uma vez que essas moléculas podem afetar a sobrevivéncia de micro-
organismos benéficos do solo, objetivou-se avaliar a fungitoxicidade dos
herbicidas Glifosato e Sulfentrazone sobre o crescimento micelial e a esporulagéo

de Trichoderma spp., isolados de solos no Tocantins.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de microbiologia, no periodo
de Janeiro a Fevereiro de 2015, na Universidade Federal do Tocantins (UFT),
Campus de Gurupi.

Foram utilizados cinco isolados de Trichoderma spp., sendo, UFT 201,
UFT 202, UFT 203, UFT 204 e UFT 205, provenientes da cole¢do micolégica do
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Tocantins, Campus de
Gurupi.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizados, em esqguema
fatorial 5 x 5 x 2, com trés repeticdes, em que o fator A correspondeu aos isolados
de Trichoderma spp., o fator B, as doses dos herbicidas; e o fator C, aos dois
tipos de herbicidas.

Os herbicidas utilizados foram Roundup Original (Glifosato, 2 L ha™) de
aplicacdo em pés-emergéncia e Boral (Sulfentrazone, 1,2 L ha), de aplicacdo em
pré-emergéncia. Foram aplicadas as seguintes dosagens 0, 50, 100, 150 e 200%
das doses recomendas para a cultura da soja visando o controle de plantas
daninhas. Na testemunha, foram tratados via pulverizacdo de agua destilada
esteril.

As solucdes do herbicida foram preparadas com 10 mL de agua destilada
esterilizadas. As solugcbes foram esterilizadas por filtragem em disco de filtro de

membrana 0,45 um, acondicionadas em tubos Falcon estéril.
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Os isolados de Trichoderma foram multiplicados em placas de Petri
tamanho 90 mm contendo substrato BDA (250 g de batatas, 20 g dextrose, 20 g
agar, 250 mg de antibiético Ampicilina, para 1 L agua destilada), e incubados a 27
°C por sete dias. Para instalacdo do experimento utilizou-se o substrato BDA.
Posteriormente o substrato foi submetido ao processo de esterilizacdo por
autoclavagem e em seguida foi vertido em placas de Petri 90 mm sob condi¢des
favoraveis (Bancada de Fluxo laminar PCR Vertical Mod. PCR 3).

Foram adicionados discos de micélio de 0,6 cm de diametro retirados de
colénia com aproximadamente sete dias e transferidos para o centro de placas de
Petri. Em seguida as placas foram submetidas a pulverizacdo dos herbicidas com
auxilio de uma Torre de Potter®, onde foi aplicado um volume de 100 uL sobre os
micélios. Apos, as placas foram mantidas e incubadas em camara tipo B.O.D e
submetidas a temperatura de 25 °C em fotoperiodo de 12 horas de luz.

O crescimento micelial radial foi medido diariamente, com o auxilio de um
paquimetro manual medindo-se o didametro da colénia do fungo. A medicdo foi
feita até a testemunha ocupar toda a superficie do meio de cultura, ocorrendo em
aproximadamente 48 horas. Para avaliar o efeito sobre a esporulacado, foi
realizada, aos sete dias apds a inoculacdo, a quantificacdo do numero de
esporos. Para isso, cada placa foi lavada com 10 mL de &gua destilada estéril e,
com auxilio de um pincel de cerdas macias, realizou-se o desprendimento dos
esporos do meio de cultura. A solucéo foi filtrada em gaze, e a contagem dos
esporos foi feita em camara de neubauer.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e as comparacdes
das médias foram feita pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Para isto,
utilizou-se o programa estatistico ASSISTAT versédo 7.7 beta (SILVA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os herbicidas afetaram o crescimento micelial radial (CMR) dos isolados
de Trichoderma spp., UFT 202, UFT 205, UFT 203 e UFT 201 (Tabela 1). Os
isolados UFT 205, UFT 203 e UFT 201 apresentaram-se mais sensiveis a partir
de 50% da dose comercial do herbicida de pds-emergéncia glifosato, com

reducdo de 21,9, 17,26 e 18,04% respetivamente no CMR em relagéo a dose 0
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sem aplicacdo de produtos. Porém, conforme houve aumento da concentracdo do

produto o CMR manteve-se constate (Glifosato.

Tabela 1. Acdo de herbicidas Glifosato e Sulfentrazone sobre o crescimento

micelial e radial de Trichoderma spp., apos sete dia de incubacéo.

Doses (%)

Tratamentos 0 50 100 150 200
Glifosato - PGs-emergéncia
UFT 201 16,17 ab 14,63 a 11,77 a 11,80 ab 12,37 ab
UFT 202 10,70 b 8,70 b 8,30 a 7,97 c 12,13 b
UFT 203 16,07 ab 8,70 b 9,33a 9,80 bc 11,40 b
UFT 204 17,77 a 13,20 ab 12,67 a 14,77 ab 13,73 ab
UFT 205 16,10 ab 12,47 ab 13,57 a 16,17 a 17,53 a
CV (%) 21.87 24.00 25.90 22.48 20.21
Sulfentrazone - Pré-emergéncia
UFT 201 85,00 a 69,67 b 74,00 a 69,67 a 69,00 b
UFT 202 85,00 a 85,00 a 85,00 a 85,00 a 85,00 a
UFT 203 85,00 a 70,33 b 74,67 a 72,33 a 66,33 bc
UFT 204 85,00 a 85,00 a 85,00 a 85,00 a 85,00 a
UFT 205 85,00 a 66,33 b 69,33 a 67,67 a 63,33 C
CV (%) 0.75 3.03 3.76 4.29 2.62

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de

Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.

Os isolados UFT 204 e UFT 202 ndo apresentaram sensibilidade ao
glifosato, ndo constando reducdo no CMR nas doses utilizadas (Glifosato).
WARDLE & PARKINSON (1990) explicam que certos compostos podem
influenciar direta ou indiretamente na populag¢éo flungica, sendo assim sugerem
que dependendo do produto os fungos possuem a capacidade de assimilacéo e
degradacédo destes materiais utilizando-os como fonte de nutrientes para seu
crescimento.

O mecanismo de acdo do Glifosato é bastante singular porque ele é o
anico herbicida capaz de inibir especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-

3-fosfatosintase (EPSPS) que catalisa a condensacao do acido chiquimico e do
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fosfato piruvato, evitando, assim, a sintese de trés aminoacidos essenciais
triptofano, fenilalanina e tirosina (ZABLOTOWICZ & REDDY, 2004). A enzima
EPSPS de todas as plantas, fungos e da maioria das bactérias isoladas e
caracterizadas até hoje é inibida pelo glifosato. O glifosato € um potente inibidor
da enzima EPSPS. As bactérias que produzem a EPSPS podem desenvolver-se
na presenca de concentracbes que seriam toxicas para outros organismos.
Assim, a transferéncia de gene com tolerancia ao glifosato a uma planta
suscetivel confere a esta a tolerancia ao glifosato (GRUYS & SIKORSKI, 1999).

Héa evidéncia de que os herbicidas podem influenciar no crescimento ou
no desenvolvimento de diversos fungos do solo. ROSA et al. (2010) observaram
forte interferéncia de glyphosate, halosulfuron e sethoxydim sobre isolados de
Rhizoctonia, Ceratocystis, Cryphonectria, Phytophthora, = Macrophomina,
Sclerotium, Fusarium e Mirothecium.

O herbicida utilizado em pré-emergéncia o Sulfentrazone apresentou acéo
sobre os isolados UFT 202, UFT 205, UFT 203 e UFT 201 a partir de 50% da
dose comercial, com reducao de 20, 10,96, 14,11% e 10,96%, respetivamente, no
CMR em relacdo a dose zero, considerando essas sensibilidades moderada.
Conforme houve aumento da concentragcdo do produto o CMR apresentou uma
reducdo na maior concentracdo de 200% para os isolado UFT 205, UFT 203 e
UFT 201 de 6,17, 4,56 e 6,60%, respetivamente, em relacdo a dose de 50%
(Tabela 1). Por outro lado, o herbicida sulfentrazone, ndo afetou o CMR do
isolado UFT 204 mesmo na presenca do dobro da dose comercial
(Sulfentrazone).

REIS et al. (2013) trabalhando com o herbicida oxadiazon, que possui o
mesmo mecanismo de acgado do sulfentrazone, inibidor da PROTOX, observou
diferentes reducdes de CMR em isolados Trichoderma spp., onde o isolado CE 66
nao foi afetado pelo herbicida, o isolado TRI 02 apresentou sensibilidade
moderada, com reducdo de 16% do CMR, e os isolados AJAM 118 e TRI 01
foram mais sensiveis, com reducdes de 66 e 35%, respectivamente.

No campo, 0 antagonista Trichoderma presente no solo ou na planta pode
estar exposto a baixas e altas concentracbes dos pesticidas, dessa forma,

justifica-se a variacéo de dosagem dos herbicidas neste trabalho.
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Para os fungos antagonistas, pouco se sabe da interacdo destes com 0s
demais métodos de controle, principalmente o quimico, devido ao potencial de
impacto negativo das moléculas disponiveis. Entre os poucos relatos, constata-se
que o trifluralin ndo afeta o crescimento do antagonista Trichoderma viride, porém
0 paraguat retarda seu crescimento (GHANNOUM et al., 1989).

Na Tabela 2 esta representado o nimero médio de esporos de isolados
de Trichoderma apds a aplicacdo de herbicidas de pré e pos-emergéncia. A
esporulacédo dos isolados de Trichoderma na presenca de herbicidas foi menos
afetada em relacdo a variavel crescimento micelial radial. Observa-se que as
esporulacbes dos isolados de Trichoderma ndo se diferiram estatisticamente
(Tabela 2).

Tabela 2 - NUumero médio de esporos de isolados de Trichoderma spp., aos sete

dias apds a aplicacao de herbicidas.

Dose %
Tratamentos 0 50 100 150 200
Glifosato (PGs - emergéncia)
UFT 204 17,8a 132 a 12,7 a 14,8 a 13,7 a
UFT 202 10,7 a 8,7 a 8,3a 8,0a 12,1a
UFT 205 16,1 a 125a 13,6 a 16,2 a 175a
UFT 203 16,1 a 8,7 a 9,3a 9,8a 114a
UFT 201 16,2 a 14,6 a 11,8a 11,8a 12,4 a
Sulfentrazone (Pré-emergéncia)
UFT 204 25,0 a 23,4 a 23,1 a 23,4 a 255a
UFT202 14,4 a 13,7 a 12,8 a 13,7a 155a
UFT 205 215a 19,0 a 19,1a 19,0 a 20,6 a
UFT 203 20,2 a 18,3 a 18,7 a 18,3 a 19,2 a
UFT 201 22,0 a 19,8 a 20,4 a 19,8 a 21,4 a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A pesar de ndo apresentar diferenca estatistica nota-se o isolado UFT
203 obteve uma reducao na esporulacéo de 45,9%, na concentracédo de 50% da
dose comercial, em comparacdo a dose zero. De acordo com CAMPBELL &

ALTMAN (1977), frequentemente, baixas doses de herbicidas tém mostrado
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efeitos estimulatérios, porém eles podem apresentar efeitos inibitdrios quando
usados em altas doses.

O numero médio de esporos para o herbicida Sulfentrazone, também néo
se diferiram estatisticamente, porém apresentaram uma pequena reducdo no
namero de esporos. Em geral o isolado que apresentou maior nimero de esporos
foi o UFT 204 e o menor foi o isolado UFT 202, correspondente a caracteristicas
particulares de cada isolado (Tabela 2).

De acordo com BOTELHO & MONTEIRO (2011), ainda que os
mecanismos de inibicdo de micro-organismos pelos herbicidas sejam ainda pouco
conhecidos, foram constatados efeitos adversos de pesticidas aos organismos
ndo alvos. Ressalta-se que € necessario que haja integracdo e averiguacdo da
compatibilidade dos métodos de controle de doencas, pragas e plantas daninhas
para que se possa realizar um manejo integrado eficiente e pouco impactante ao

ambiente.

CONCLUSOES

O herbicida glifosato n&o afetou o crescimento micelial radial dos isolados
UFT 204 e UFT 202.

Os herbicidas nédo afetaram a reducdo do numero de esporos dos
isolados de Trichoderma spp., n&o interferindo na esporulagdo de forma

significativa.
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CAPITULO Il

Trichoderma COMO PROMOTOR DE CRESCIMENTO DE MUDAS DE MAMAO

RESUMO

Nesse trabalho objetivou-se determinar o efeito de Trichoderma spp., no
desenvolvimento das caracteristicas agrondmicas da muda de mamao. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. Os tratamentos utilizados
foram a inoculacao de cinco isolados de Trichoderma, um tratamento MIX com a
misura dos cinco isolados e uma testemunha sem inoculagéo, em solo com e sem
adubacdo com fosfato natural. Os isolados de Trichoderma foram repicados em
arroz autoclavados e apos sete dias de incubacao, foram retirados 30 g de arroz
de cada saco colonizado com isolado de Trichoderma e homogeneizado em 2 kg
de solo. O solo foi adubado com 0,3 g de fosfato natural em 2 kg de solo. Foram
feitas avaliagbes de biomassa e eficiéncia relativa. Os isolados que
proporcionaram crescimento das plantas estatisticamente superior, na presenca
de fosfato natural, foram UFT 57, UFT 201, UFT 202, UFT 203, UFT 205 e MIX
comparando com a testemunha. O isolado UFT 201 foi superior para massa seca
da parte aerea. O isolado UFT 202 para massa seca da raiz e MIX para massa
seca total com fosfato natural. Sem fosfato natural o tratamento com MIX foi
superior aos demais em todas as variaveis. Os isolados de Trichoderma sé&o

eficientes na promocéao de crescimento vegetal de mudas de mamaéo.

Palavras-chave: Micro-organismos; Crescimento vegetal; Bioinoculante.
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TRICHODERMA AS PROMOTER OF PAPAYA SEEDLINGS GROWTH

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of Trichoderma spp., in the development
of agronomic characteristics of papaya seedlings. The experiment was conducted
in a greenhouse. The treatments were the inoculation of five isolates of
Trichoderma, a MIX treatment with a mixture of five isolates and a control without
inoculation, in soil with and without fertilization with rock phosphate. The
Trichoderma isolates were subcultured on autoclaved rice and after seven days of
incubation, 30 g were taken from each bag of rice colonized with Trichoderma and
homogenized in 2 kg of soil. The soil was fertilized with 0.3 g of rock phosphate in
2 kg of soil. Reviews of biomass and relative efficiency were made. Isolates gave
statistically superior growth of plants in the presence of phosphate rock, in UFT 57
UFT201 UFT202 UFT 203 UFT 205 isolates and MIX compared to the control.
Isolated UFT 201 was superior to dry mass of the aerial part. The isolated UFT
202 to root dry mass and MIX to total dry mass with natural phosphate. With no
natural phosphate, the MIX treatments was superior to others in all the variables.

Trichoderma isolates are effective in promoting plant papaya seedlings growth.

Keywords: Micro-organisms; Plant growth; Bioinoculator.
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INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenério mundial ocupando o terceiro lugar como
maior produtor de frutas (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2014).
Em 2013, o Brasil exportou um total de 711,869 mil toneladas de frutas, 2,7% a
mais que o ano anterior (FAO, 2015). A fruticultura estd presente em todos o0s
estados brasileiros garantindo uma colheita satisfatéria, movimentando em torno
de 40 milhdes de toneladas de frutas frescas ao mercado interno e externo desde
2004 e ocupando uma area superior a 2 milhdes de hectares.

O mamao (Carica papaya L.) pertence a familia Caricaceae, € uma arvore
frutifera cultivada em regifes tropicais e subtropicais (RAMASWAMY et al., 2010)
de rapido crescimento, capaz de produzir durante o ano todo. Essa cultura tem
uma grande importancia social e elevada expressao econémica, conhecida por
seus beneficios nutricionais e varias aplicagcbes cosméticas e medicinais
(MALABADI et al., 2011).

A Bahia e o Espirito Santo sdo os estados que se destacam no Pais pela
maior producdo da fruta, responsaveis por 45% e 32%, respectivamente (IBGE,
2015). Os principais problemas que afetam a cultura do mamoeiro decorrem de
sua susceptibilidade a pragas e doencas (OLIVEIRA et al., 1996), principalmente
as viroses que causam grandes perdas na producéo (LIMA et al., 2001). Os virus
causadores de a mancha anelar (Papaya ringspot virus- PRSV) e causador da
meleira (Papaya meleira virus-PMeV) constituem um dos maiores entraves para a
producdo e implantacdo de novos polos produtores (DANTAS & MORALES,
1996).

Com relacéo a parte nutricional o fésforo (P) € um elemento essencial de
suma importancia para o desenvolvimento vegetal (NAUTIYAL, 1999), ocupa
aproximadamente 0,2% da matéria seca vegetal quando se trata de
desenvolvimento de planta. E um nutriente essencial para o aumento da
produtividade da biomassa das plantas em solos de climas tropicais (NOVAIS &
SMYTH, 1999). Para incremento dessa biomassa, 0 que se tem observado nos
altimos anos é a utilizacdo de micro-organismos na agricultura. Esses agentes

biologicos, independente da estratégia a ser considerada, auxiliam de forma
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viavel para diminuir vulnerabilidade das plantas aos patdégenos habitantes do solo,
sem causar danos ao meio ambiente (MELLO et al. 2007).

Os fungos do género Trichoderma sao de grande importancia para a
agricultura, uma vez que séo capazes de atuarem como agentes de controle de
doencas de varias plantas cultivadas, promotores de crescimento e indutores de
resisténcia das plantas as doencas (POMELLA et al., 2009; CAMARGO-CEPEDA
et al., 2014; DILNEY et al., 2014).

Ha uma série de fatores quanto a promocdo de crescimento vegetal
obtida por Trichoderma spp., no qual as pesquisas da atualidade comprovam
claramente como a producdo de antibidticos, de metabdlitos primarios e
secundéarios, de fitohormdnios, vitaminas, a solubilizacao de fosfatos e o controle
de fitopatdogenos (MACHADO et al., 2012; CHAGAS et al., 2015; ).

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da
inoculacdo de isolados de Trichoderma spp., em mudas de mamao em casa de

vegetacao.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de julho a agosto de 2015,
conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal do Tocantins (UFT),
Campus Universitario de Gurupi, localizada a 11°43'45” de latitude Sul e
49°04°07” de longitude Oeste e altitude de 280 m. As avaliagbes de biomassa e
produtividade foram conduzidas no Laboratorio de Microbiologia, localizado na
Incubadora de Empresas da UFT, Campus Gurupi.

Para a instalacdo dos experimentos, foram utilizados vasos com
capacidade de 2 L, preenchidos com solo classificado como Latossolo Vermelho
Amarelo distrofico (peneirado) de textura média, na profundidade de 0-20 cm,
obtido na propria estacdo experimental da UFT, possuindo as seguintes
caracteristicas: 4,0 cmolc dm™ de Ca; 0,9 cmolc dm™ de Mg; 0,1 cmolc dm™ de K;
2,8 mg dm™ de P; 0,06 cmolc dm™ de Al; 8,3 cmolc dm™ de CTC; 5,0 cmolc dm™
de soma de bases (S); 61% de saturacdo de bases (V); pH 5,8 em agua; 1,7% de

matéria organica; textura de 79, 50 e 16% de areia, silte e argila,
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respectivamente: P e K — extrator Mehich 1; AI**, Ca®* e Mg?* — Extrator KCI (1
mol L) (EMBRAPA, 1999).

Os tratamentos utilizados foram a inoculacéo individual de cinco isolados
de Trichoderma spp., (UFT 57, UFT 201, UFT 202, UFT 203, UFT 205), uma
inoculacdo com um MIX dos cinco isolados de Trichoderma, e uma testemunha
sem inoculagao, em solos com e sem adubag&do com fosfato natural em duas
época de avaliacao aos 20 dias e aos 40 dias apos plantio. Os isolados utilizados
foram provenientes da micoteca do laboratorio de microbiologia da UFT, todos
com potencial de crescimento vegetal.

Os isolados utilizados no presente trabalho foram caracterizados pelo
sequenciamento da regido TEF (Translation Elongation Fator) e identificados

pelos codigos de acesso no GenBank (Tabela 1).

Tabela 1. Cédigos de acesso no GenBank para os isolados de Trichoderma spp.,

(Regido TEF-translation elongation factor) utilizados neste estudo.

Acesso

Isolados Identificacdo da Espécie GenBank Referéncia
UFT 201 T. asperelloides GJS 04-217 DQ381958 Samuels et al. (2010)
: Hoyos-Carvajal et al.
UFT 202 T. harzianum CIB T23 EU279989 (2009b)
: Hoyos-Carvajal et al.
UFT 203 T. harzianum CIB T23 EU279989 (2009b)
UFT 204 T.Longibrachiatum DAOM  EU280046 g%%%ss)ca“’aja' etal.

UFT 205 T. asperelloides GJS 04-217 DQ381958 Samuels et al. (2010)

Os isolados foram colocados para crescer separadamente em placas de
Petri contendo meio BDA (batata, dextrose e agar) e incubados a temperatura de
27 = 2 °C com fotoperiodo de 12 horas, por sete dias, periodo determinado para o
crescimento das colbnias de Trichoderma spp., (DIANESE et al., 2012).

Sacos de polipropileno contendo 250 g do arroz mais 250 mL de agua
destilada foram autoclavados a 121 °C por 1 hora. Apos o resfriamento, o arroz foi
inoculado com seis discos de 6 mm de diametro de cada isolado, separadamente,
contendo micélios e esporos de Trichoderma spp., e meio BDA e incubados em
camera de crescimento tipo B.O.D. com temperatura de 27 + 2°C e fotoperiodo de

12 horas por sete dias. A cada dois dias, o substrato contendo arroz foi revolvido,
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para facilitar as trocas gasosas, a quebra dos agregados miceliais e 0 aumento da
esporulagéo.

Apbs os sete dias de incubacgédo, foram retirados 30 g de arroz de cada
saco colonizado com o isolado de Trichoderma spp., e misturados em 2 kg de
solo. Quando ao fosfato natural, foi pesado 0,3 g e misturado em 2 kg de solo nos
tratamentos com adubacé&o de fosfato natural. Foram semeadas quatro sementes
por vaso, sendo feito o desbaste aos 15 dias ap0s a germinacgéo, deixando duas
plantas por vaso. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizados (DIC) com cinco repeticoes.

Apbs os 20 e 40 dias ap0s o plantio (DAP) as plantas foram colhidas e o
material coletado foi lavado em agua corrente e levado para secar em estufa a 60
°C para determinacdo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz
(MSR) e massa seca total (MST). Com os dados de biomassa da segunda
avaliacdo, determinou-se a eficiéncia relativa de cada tratamento, calculada
segundo a férmula: ER = (MSPA inoculada com os isolados/MSPA sem
inoculante) x 100.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de
agrupamento de média Duncan a 5% de probabilidade utilizando o programa
estatistico ASSISTAT verséo 7.7 beta (SILVA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia da inoculacédo dos isolados de Trichoderma em mamao em
todas as variaveis avaliadas mostraram resultados com diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos com e sem fosfato natural para a massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST), aos 20
dias apos o plantio (DAP) (Tabela 2). Dentre os tratamentos com inoculacéo dos
isolados de Trichoderma, a MSPA foi superior para os tratamentos com o isolado
UFT 201 e MIX com e sem fosfato. Para a MSR e MST os isolados UFT 202 e
MIX foram superiores com e sem fosfato, ja o tratamento com Mix foi superior nos
tratamento sem fosfato natural para MSR e MST. Com a adi¢ao do fosfato natural
houve crescimento das plantas estatisticamente superior com a inoculacédo dos
isolados UFT 57, UFT 201, UFT 202, UFT 203, UFT 205 e MIX, comparando com
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a testemunha (Tabela 1), com destaque para os isolados UFT 201 onde foi
superior a MSPA, UFT 202 a MSR e MIX a MST com fosfato natural. Em relacéo
aos tratamentos sem fosfato natural o MIX foi superior aos demais em todas as

variaveis.

Tabela 2: Biomassa de mudas de maméo (Carica papaya) inoculadas com

Trichoderma spp., com e sem adubacdo com fosfato natural, 20 dias ap6s o

plantio.*
Tratamentos MSPA MSR MST
(mg) (mg) (mg)
Com FN
UFT 57 1140b 102,8 b 216,8 b
UFT 201 161,8 a 80,0 ¢ 241,8 ab
UFT 202 140,3 ab 129,3 a 269,6 a
UFT 203 140,0 ab 82,8¢c 222,8b
UFT 205 134,3 ab 815¢c 2158 b
MIX 153,0 a 1245 a 2775a
Testemunha 67,0c 64,5d 1315¢c
CV (%) 13,1 12,6 10,8
Sem FN
UFT 57 86,0 b 77,8 b 163,8 b
UFT 201 1105a 65,5b 176,0 b
UFT 202 98,0 a 73,8 b 1718 b
UFT 203 72,8 ¢ 82,0b 1548 b
UFT 205 89,3 b 68,5 b 157,8 b
MIX 116,5a 1155a 2320a
Testemunha 57,5d 40,8 ¢ 98,3c¢c
CV (%) 18,8 19,4 14,9

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade.

No estadio inicial de desenvolvimento da cultura aos 20 (DAP), houve
resposta significativa da inoculacdo de Trichoderma spp., podendo ser explicado
pelo fato de que na fase inicial da cultura, o fungo se estabeleceu completamente

no solo.
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Quanto a eficiéncia relativa (ER), que relaciona a biomassa da parte
aérea, dos tratamentos inoculados com Trichoderma com e sem fosfato natural,
foi observado valores superiores (p<0,05) para os tratamentos com inoculacao de
Trichoderma com fosfato natural. Houve um aumento de 57 a 146%,
respectivamente em relacdo a testemunha. Ja com inoculacdo de Trichoderma
sem fosfato natural, houve um aumento de 30 a 110% comparando com a
testemunha (Figura 1).

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com resultados
obtidos na literatura, ou seja, a aplicagdo de Trichoderma, de modo geral,
proporciona aumento nas caracteristicas agronémicas avaliadas (CONTRERAS-
CORNEJO et al., 2009; CARVALHO et al., 2011).
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Figura 1: Eficiéncia relativa de mudas de mamaéo, inoculadas com isolados de
Trichoderma com e sem adubacao de fosfato natural em relacdo a testemunha
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sem inoculacéo, 20 dias apds o plantio. A: com fosfato natural, B: sem fosfato

natural.

Para a avaliacdo aos 40 (DAP), houve diferenca significativa para os
parametros MSPA, MSR e MST. Os tratamentos com isolados de Trichoderma
spp., com e sem adubacdo com fosfato natural, foram superiores (p<0,05)
comparados com a testemunha (Tabela 3). Dentre os tratamentos com inoculacao
de Trichoderma, o tratamento com o isolado UFT 205 foi superior (p<0,05) em
todas variaveis MSPA, MSR e MST aos 40 DAP com fosfato natural.

Tabela 3: Biomassa de mudas de maméo (Carica papaya) inoculadas com

Trichoderma spp., com e sem adubacgdo com fosfato natural, 40 dias apés o

plantio.
Tratamentos MSPA MSR MST
(mg) (mg) (mg)
Com FN
UFT 57 216 ¢ 283 ¢ 499d
UFT 201 275 b 305 bc 580 bc
UFT 202 288 ab 292 bc 580 bc
UFT 203 242 bc 326 b 568 c
UFT 205 318 a 362 a 680 a
MIX 263 b 347 ab 610 b
Testemunha 196 cd 209d 405 e
CV (%) 13,1 14,2 11,1
Sem FN
UFT 57 174 bc 154 d 328 c
UFT 201 184 b 198 c 382 bc
UFT 202 163 c 209 c 372 bc
UFT 203 228 a 205 c 433 b
UFT 205 191 Db 321 a 512 a
MIX 221 a 275 Db 496 a
Testemunha 143d 127 e 270d
CV (%) 11,2 12,2 11,3

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Quanto a ER aos 40 DAP, os tratamentos inoculados com Trichoderma
com fosfato natural foram superiores, com aumento de 16 a 62% em relacdo a
testemunha. Nos tratamentos sem adubacédo com fosfato natural a ER obteve um
aumento de 16 a 58% em relacdo a testemunha (Figura 2). De acordo com Bae et
al., (2009), plantas de cacau inoculadas com T. hamatum e submetidas ao stress
hidrico, tiveram aumento no crescimento de raizes, aumento no peso fresco e
seco de raiz e maior teor de agua nas raizes, com ou sem exposicao a condicdes
de seca.
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Figura 2: Eficiéncia relativa de mudas de mamaé&o, inoculadas com isolados de
Trichoderma com e sem adubacdo de fosfato natural em relacdo a testemunha,
40 dias ap6s o plantio. A: com fosfato natural, B: sem fosfato natural.
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Os resultados alcancados no presente estudo nao diferem da maioria dos
encontrados na literatura (PEREIRA, 2012; CHGAS JUNIOR et al., 2014;
MACHADO et al., 2015), no qual o Trichoderma promove beneficios no que diz
respeito biomassa das plantas. A promocdo de crescimento ocasionada por
micro-organismos do solo ocorre devido a acdo de varios fatores, podendo
envolver produgdo de fitohormbnios vegetais, producdo de vitaminas ou
conversdo de materiais a uma forma disponivel para a planta, absorcao,
translocacdo de minerais e controle de patégenos (FILHO et al., 2008). O
beneficio de tais organismos na agricultura, além do controle de fitopatbgenos e
promocdo do crescimento vegetal, pode proporcionar o melhor estabelecimento
de mudas no campo (AULER et al., 2013; CARVALHO et al., 2008; MACHADO et
al., 2015). Algumas linhagens aumentam a superficie total do sistema radicular,
possibilitando um maior acesso aos elementos minerais. Shoresh & Harman
(2008) observaram que a espécie de T. harzianum proporcionou resultados
semelhantes para a biomassa de raizes de milho.

Outras pesquisas tém demonstrado que sementes tratadas com
Trichoderma tém tido um papel importante para o0 aumento da biomassa de
plantas como o eucalipto (FILHO et al., 2008), arroz (ALMANCA, 2005), mamoeiro
e tomateiro (TAVARES, 2009) e milho (RESENDE, 2004).

Em observacbes feitas por Harman et al. (2012), a interacdo de
Trichoderma spp., com a planta, ocorre devido mudangas na arquitetura da raiz,
aumentando a area de superficie da mesma, devido a colonizacéo pelo fungo, o
que consequentemente altera a fisiologia da planta, resultando em indimeros
beneficios como: resisténcia ao stress hidrico, absor¢cdo de fertilizantes
nitrogenados, resisténcia a patdégenos e eficiéncia fotossintética.

Machado et al. (2012) ressaltaram também, que pesquisas comprovam
que Trichoderma spp., € eficiente, pratico e seguro quanto aos métodos de

aplicacao, biocontrole e promocao de crescimento vegetal.
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CONCLUSAO
Os isolados de Trichoderma identificado como contribuem para o

crescimento de mudas de mamao, com destaque para os isolados UFT 201, UFT
202, UFT 205 e MIX.
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CAPITULO Il

AVALIACAO DA PRODUCAO DE ESPOROS E VIABILIDADE DE CONIDIOS
EM DOIS SUBSTRATOS

RESUMO

Neste trabalho o objetivo foi avaliar a contagem de esporos e viabilidade de
conidios de Trichoderma de diferentes espécies utilizando dois substratos, o arroz
comum (Oryza sativa) e milheto (Pennisetum glaucum), bem como as interagoes
entre isolados de Trichoderma. Utilizou-se o0s delineamentos inteiramente
casualizados, sendo doze isolados de Trichoderma com trés repeti¢cdes, para
ambos experimentos. Observou-se que os isolados UFT 25, UFT 63, UFT 313 e
UFT 14 foram os que obtiveram a maior esporulacdo com médias variando de 2,3
x 10° (UFT 14) e 2,7 x 10° (UFT 25) conidios g™, em arroz integral e 3,9 x 10°
(UFT 79) conidios g™, em milheto. Os isolados UFT 314, UFT 79, UFT 37, UFT
201, UFT 57, UFT 312, UFT 205 e UFT 92 obtiveram um menor numero de
esporos em arroz integral, jA em milheto foram os isolados UFT 14, UFT 57, UFT
205, UFT 37, UFT 63, UFT 201, UFT 314, UFT 25, UFT 312, UFT 92 e UFT 313.
Para todos os isolados cultivados em arroz ndo foi observado diferenca
significativa na viabilidade de conidios. Todos os isolados apresentaram alta
viabilidade de conidios entre os substratos, com porcentagens de 88 a 100% de
germinacdo dos conidios g* em arroz, e de 77 a 100% de germinacdo dos
conidios g* em milheto. As interacées entre isolados foram significativas somente
para UFT 25 x UFT 14, UFT 25 x UFT 313 e UFT 63 x UFT 37, apresentaram as

melhores interacfes quanto ao teste de compatibilidade.

Palavras-chave: Fungos; Esporulacéo; Viabilidade; Compatibilidade.
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SPORES PRODUCTION ASSESSMENT AND CONIDIA VIABILITY IN TWO
SUBSTRATES

ABSTRACT

In this work the aim was to evaluate the spore count and viability of different
Trichoderma species conidia using two different substrates, the common rice
(Oryza sativa) and millet (Pennisetum glaucum), as well as the interactions
between Trichoderma isolates. It was used the complete randomized design, with
twelve Trichoderma isolates with three replicates for both experiments. It was
observed that the isolated UFT 25 UFT 63 UFT 313 and UFT 14 obtained higher
spore production around 2.3 x 109 (UFT 14) and 2.7 x 109 (UFT 25) conidia g, in
whole grain rice and 3.9 x 109 (UFT 79) conidia g™ in millet. The UFT 314, UFT
79, UFT 37, UFT 201, UFT 57, UFT 312, UFT 205 and UFT 92 have obtained a
smaller number of spores in whole grain rice, as well as, the UFT 14, UFT 57,
UFT 205, UFT 37, UFT 63, UFT 201 UFT 314 UFT 25, UFT 312 UFT 92 and UFT
313 isolates in millet. For all the isolates grown in rice was not observed significant
difference in viability of conidia. All isolates showed high viability of conidia
between substrates, with percentages of 88 to 100% germination of the conidia g-
1 in rice, and 77 to 100% germination of the conidia g™ in millet. The interactions
between isolates were significant only for UFT 25 x UFT 14 UFT, UFT 25 x UFT
313 and UFT 63 x UFT 37 presented the best interactions regarding the
compatibility test.

Keywords: Fungi; Sporulation; Viability; Compatibility
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos empresas, bidlogos, fitopatologistas, microbiologista e
biotecnologistas tém dado énfase ao fungo pertencente ao género Trichoderma
spp., pois 0 mesmo tem uma fantastica aplicabilidade na agricultura minimizando
0s gastos com produtos quimicos sintéticos além de diminuir os impactos que
esses produtos causa no ecossistema. O micro-organismo tem uma grande
potencial como agente de controle bioldgico principalmente contra fitopatdogenos,
bactérias, insetos e fitoparasitas nematoides, portanto as espécies de
Trichoderma tém recebido atencéo cientifica.

Esse micro-organismo foi descrito por Persoon em 1794 e um fungo
filamentoso saprofito € encontrado em grande abundancia no solo principalmente
agueles ricos em matéria organica. Suas espécies competem por espacos,
nitrogénio, agua, nutriente e por antibiose, mecanismos que libera os metabdlicos
(enzimas compostos e antifungicos) volateis e ndo volateis que inibem o
desenvolvimento de outros micro-organismos por parasitismo, além de ser um
otimo antagonista. Exsudados e células mortas das raizes e folhas incorporadas
ou sobre o solo sdo importantes fontes de alimentos.

Os fungos do género Trichoderma sdo pertencentes a um grupo de
fungos filamentosos que pertencem a divisdo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycota, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae
(MELO, 1991; SAMUELS, 2006). Dentre os micro-organismos mais estudados o
Trichoderma se destaca com mais de 100 espécies filogenéticas deste género
reconhecidas (DRUZHININA et al., 2006). Os relatos da literatura atual
comprovam que 0s primeiros estudos e experimentos com o fungo Trichoderma
foram em meados de 1930, onde se realizou os primeiros ensaios utilizando esse
fungo como alternativa para o controle biolégico de fungos fitopatogénicos.

Por estes motivos, este trabalho teve como objetivo avaliar a contagem de
esporos e viabilidade de conidios de Trichoderma spp., de diferentes espécies
utilizados os substrato arroz comum (Oryza sativa) e milheto (Pennisetum

glaucum).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus Universitario de Gurupi,
localizada a 11°43’45” de latitude Sul e 49°04°07” de longitude Oeste e altitude de
280 m.

Repicagem e inoculacdo do Trichoderma em arroz e milheto

Os isolados sao pertencentes ao banco de colecdo da micoteca do
laboratério de microbiologia da Universidade Federal do Tocantins.

Os 12 isolados foram colocados para crescer separadamente em placas
de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose e &gar), e a manipulacdo do
experimento foi executada em camara de fluxo laminar esterilizada (30 minutos
com a luz ultravioleta), e incubada a temperatura de 25 + 2 °C com fotoperiodo de
12 horas, por sete dias, periodo determinado para o crescimento das coldnias de
Trichoderma (DIANESE et al., 2012).

Apbés os sete dias, os isolados foram repicados para sacos de
polipropileno contendo 170 g do arroz mais 80 mL de &gua destilada, e
autoclavados a 121 °C por 1 hora. Foram repicados cinco discos de 6 mm de
diametro de cada isolado, separadamente, contendo micélios e esporos de
Trichoderma em meio BDA. Em seguida cada saco de arroz com cada isolado
foram incubados em camera de crescimento tipo B.O.D. com temperatura de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 12 horas por sete dias. A cada trés dias, os dois substratos
foram revolvidos, para facilitar as trocas gasosas, a quebra dos agregados

miceliais e 0 aumento da esporulacao (Figura 1).
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Milheto Testemunha | Arroz

Figura 1. Produgéo de esporos Trichoderma spp., em milheto e arroz comum.

Contagem de esporos

ApGs os sete dias de incubacao realizaram-se as avaliacdes, a partir de
suspensdes de esporos obtidas pela adicdo de 9 mL de H,O e 1 g do substrato
colonizado em tubo e em seguida homogeneizado em vortex. De cada uma das
suspensdes, retirou-se uma aliquota para contagem dos esporos, com auxilio da
camara de Neubauer. A analise dos dados foi pela média das contagens de
esporos de cada isolado de Trichoderma. O experimento foi realizado em

delineamento inteiramente casualizados (DIC) com trés repeti¢des.

Viabilidade de conidios

Apoés os sete dias de incubacéo realizaram-se as avaliacdes a partir da
mesma suspensdes de esporos obtidas para a contagem de esporosela. Foram
feito as diluicBes com concentracdes a ser analisada de 10°. Diante disso, foi
colocado 4 gostas em placas de Petri de 90x15 mm contendo meio (BDA/s). As
placas foram incubadas por 10 horas em temperatura de 25 °C na auséncia de
luz. Apés este periodo, as mesmas foram levadas para microscopio Otico e

realizou-se a contagem de 100 conidios germinados (Figura 2).
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Figura 2. Tubos de ensaios contendo milheto e arroz para andlise de viabilidade
de conidios.

Teste de compatibilidade in vitro

Os testes foram realizados em meio de cultura BDA. Dois discos de 6 mm
de cada isolados foram colocados em lados opostos das placas de Petri, onde os
mesmos ficaram com uma distancia de 1 cm da borda da placa e 7 cm entre
isolados.

A manipulacdo do experimento foi executada em camara de fluxo laminar
esterilizada (20 minutos com a luz ultravioleta). Em seguida as placas foram
incubada a temperatura de 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas, por sete dias,
periodo determinado para o crescimento das colénias de Trichoderma (DIANESE
et al., 2012).

Apbs sete dias de crescimento foram feitas as avaliacdes das possiveis
interacbes entre 0s 6 isolados de Trichoderma spp., para avaliar as diferentes

interacdes fungicas entre os isolados (Tabela 1, Figura 3).

Tabela 1. Representacao das interagdes entre os isolados de Trichoderma.

Interacao Definicao

Crescimento em que ambos os fungos crescem

1 Entrelagamento mutuo . . . ~
sem sinal macroscopico de interconexdes.

Entrelagamento mutuo Crescimento onde o fungo cresce acima ou
parcial abaixo do outro sem qualquer zona de inibicao.

3 Invasao/substituicao Um micélio cresce sobre o outro e comeca
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consumi-lo, podendo substitui-lo.

Os fungos aproximam-se um do outro até com
uma linha de demarcacédo de 1 a 2 mm, entre as
duas colonias claramente visiveis.

Inibicdo (ponto de
contato)

Inibicdo a uma distancia > 2 mm.
5 Inibicdo (a distancia)

2- Entrelagamentos mutuos parciais

3a- Invasdo/substituicdo (fase inicial) 3b- Invasao/substituicdo (fase final)

4- Inibicao (ponto de contato) 5- Inibico (a distancia)

Figura 3. Diagrama esquematico das interacdes entre duas linhagens diferentes
de fungos filamentosos crescidos em agar batata dextrose (Modificado de Stahl e
Cristensen, 1992).

As interacdes foram realizadas por oposicao direta entre culturas duplas de
micélio, conforme descrito por Skidmore & Dickinson (1976), Stahl & Christensen
(1992) e Molla et al. (2001). Os cinco modos de interacdes entre fungos

filamentosos sdo mostrados na Tabela 1 e Figura 3.
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RESULTADOS E DISCURSAO

A andlise dos dados da esporulacdo dos 12 isolados do fungo
Trichoderma spp., em arroz e milheto apresentaram resultados siginificativos
conforme a (Tabela 2), Os seguintes isolados UFT 14, UFT 25, UFT 37, UFT 63,
UFT 79 e UFT 313 obtiveram a maior esporulacdo com médias variando de 1,4 X
10° a 2,7 x 10° esporos g', em arroz. Em milheto, os isolados com maior
esprorulacdo foram UFT 79, UFT 92, UFT 312 e UFT 313, com esporulacdo
média variando de 1,1 x 108a 3,9 x 10° esporos g.

Os isolados UFT 57, UFT 92, UFT 201, UFT 205, UFT 312 e UFT 314
apresentaram menor nimero de esporos em arroz variando de 1,8 x 10" a 5,2 x
107 esporos g*. J4 em milheto os isolados com menor nimero de esporos foram
UFT 14, UFT 25, UFT 37, UFT 57, UFT 63, UFT 201, UFT 205, UFT 314.

Tabela 2. Esporulacdo média de esporos 1 g/9 ml do fungo Trichoderma spp., em

substrato arroz e milheto.

Esporulacdo de conidios (x10” a x10°)

Tratamentos Arroz Milho

UFT 25 (T. harzianum) 2,7x10° 9.4x10’
UFT 63 (T. virens) 2,6x10° 6,8x10’
UFT 313 (N&o identificado) 2,5x10° 1,4x10°
UFT 14 (T. harzianum) 2,3x10° 6,7x10°
UFT 37 (T. pinnatum) 1,6x10° 6,7x10’
UFT 79 (T. harzianum) 1,4x10° 3,9x10°
UFT 92 (T. virens) 5,2x10’ 1,1x108
UFT 205 -Harz (T. asperelloides) 5,0x10’ 4,7x10’
UFT 312 (N&o identificado) 3,7x10’ 1,1x10%
UFT 57 (T.virens) 2,5x10’ 4,3x10’
UFT 201- GOK (T. asperelloides) 2,0x10’ 7,0x10°
UFT 314 (N&o identificado) 1,8x10’ 8,8x10’
C.V. 2,07 1,1

Esporulacdo média (x 10" a10° esporos.g™ de substrato). Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Os dois substratos permitiram o crescimento dos isolado, embora os
melhores fossem em arroz. Uma alta producdo de esporos também foi observada
por alguns autores nos substratos testados por eles, tais como raiz de mandioca
triturada e torta de algodédo, farinha de vagens de algaroba, grdos de sorgo,
serragem de madeira com farelo de trigo, sendo que a menor esporulacéo foi
obtida nos substratos de torta de algodao, torta de algoddao com mandioca, arroz
com casca, farelo de trigo, trigo, mistura eco solo, bagaco de cana-de-acUcar,
casca de arroz e turfa (LARANJEIRA et al.,1996; KOIKE & LUCON, 2003).

Conforme Leite (2003), para obter uma excelente esporulacédo de conidios
em larga escala, tem se utilizados cereais de baixo custo destacando-se 0 arroz.
Alguns autores citam o arroz parboilizado como um eficiente substrato para
obtencao de in6culo de D. pulvinata (CATALAO, 2004; MELO, 2006).

Entretanto, nos ultimos anos pesquisadores tem testado diversos tipos de
substratos, buscando um novo cereal que seja eficiente e de baixo custo como
Napier triturado, casca de arroz e casca de cana. O arroz ainda tem sido um dos
substratos mais utilizados para o crescimento e esporulacdo de fungos agentes
de biocontrole de interesse biotecnolégico.

Com relacdo a viabilidade dos conidios, os resultados demostram que
para alguns isolados utilizando o arroz e milheto houve diferenca significativa na
viabilidade dos conidios obtidos (Tabela 3). Houve alta esporulacdo e alta
viabilidade entre os substratos, com porcentagens de 88 a 100% de germinacao
dos conidios g em arroz e 77 a 100% em milheto. Porém, as maiores médias de
percentagem de conidios viaveis foram encontradas para os isolados UFT 14,
UFT 37, UFT 79, UFT 205 e UFT 313 para o arroz e UFT 25, UFT 79, UFT 201,
UFT 205 e UFT 313 para milheto.

Tabela 3. Viabilidade de conidios 1g/9 ml do fungo Trichoderma spp., em

substrato arroz e milheto.

Conidios viaveis (%)

Tratamentos Arroz Milheto
UFT 313 (Nao identificado) 100 a 100 a
UFT 14 (T. harzianum) 100 a 90d
UFT 37 (T. pinnatum) 100 a 94 b
UFT 79 (T. harzianum) 100 a 100 a
UFT 205 -Harz (T. asperelloides) 100 a 100 a
UFT 201 — GOK (T. asperelloides) 98 b 100 a

58



UFT 314 (Nao identificado) 98 b 89d

UFT 312 (Nao identificado) 96 c 92 c
UFT 63 (T. virens) 96 c 78 f
UFT 25 (T. harzianum) 94 d 100 a
UFT 57 (T.virens) 89e 8le
UFT 92 (T. virens) 88 e 77 f
C.v 0,60 0,66

Viabilidade média (esporos.g™ de substrato). Médias seguidas de mesma letra, mindscula na

vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Quanto a interacbes micelial, dos 12 isolados de Trichoderma
comparados entre si, cada um obteve uma nota de 1-5 o qual corresponde a
diferentes interacfes (Tabela 4). Os resultados comprovam a possibilidade que
ambos micro-organismos, sendo do mesmo género, poder haver inibicdo do
crescimento do outro. Os isolados de Trichoderma avaliados nesse estudo
demonstraram resultados significativamente diferentes quando comparados pelo

teste de compatibilidade entre culturas duplas de micélio.

Tabela 4. Avaliacdo de interacdo entre diferentes isolados de Trichoderma spp.,

em meio de cultura BDA.

Tratamentos Interac&o
UFT 25 x UFT14 1
UFT25 x UFT313 1
UFT 63 x UFT37 1
UFT63 x UFT79 2
UFT25 x UFT63 3a
UFT63 x UFT14 3a
UFT313 x UFT37 3a
UFT37 x UFT79 3a
UFT63 x UFT313 3b
UFT14 x UFT79 4
UFT14 x UFT37 4
UFT25 x UFT79 4
UFT25 x UFT37 4
UFT313 x UFT79 4
UFT313 x UFT14 4

Os isolados UFT 25 x UFT14, UFT25 x UFT313, UFT 63 x UFT37
demostraram interacdo significativa pelo teste de compatibilidade quando

comparado por cultura mista entre micélio. A formacao do halo é um indicador da
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producdo de substancias antibidticas além dos compostos metabdlitos volateis e
nao volateis (DENNIS & WEBSTER, 1971).

CONCLUSOES

O arroz e o milheto sdo excelentes substratos para a esporulagdo e
viabilidade de conidios do fungo do género Trichoderma.

Quanto ao teste de compatibilidade as melhores interacdes foram entre
os isolados UFT 25 x UFT14, UFT 25 x UFT 313 e UFT 63 x UFT 37.
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