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Resumo geral

O Brasil € um dos maiores produtores de feijdo, soja, milho e maracuja.
Dentre as novas tecnologias de producdo, o uso de agentes biolégicos vem
sendo empregado desde no controle de fitopatdgenos como na inducdo do
desenvolvimento de plantas. Os fungos do género Trichoderma se destacam
como agente de controle biolégico, bem como, na promocéo de crescimento de
plantas. Este trabalho buscou a avaliacdo da capacidade de isolados de
Trichoderma (Trichoderma harzianum (CEN151), Trichoderma harzianum (CEN
129), -Trichoderma,saparellum (CEN 162), Trichoderma pseudokoningii (CEN
209) -- Trichoderma harzianum (CEN 223) - Trichoderma harzianum (CEN 240)
- Trichoderma longibrachiatum (CEN 280), Trichoderma sp. (CEN 523)-
Trichoderma asperellum (CEN 201) - Trichoderma harzianum (CEN 251), -
Trichoderma sp. (CEN 524) - Trichoderma harzianum (CEN 262)) pertencentes
a colecdo de Fungos para Controle Bioldgico e Plantas Daninhas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia no enraizamento de estacas de maracuja,
na promocao de crescimento de plantas, nas culturas de soja, milho e feijao, e
biocontrole de Fusarium oxysporum. O primeiro. Trabalho teve como objetivo
estudar o efeito de isolados de Trichoderma no enraizamento e no
desenvolvimento de estacas de P. edulis Sins f. flavicarpa (Deg.) juntamente
com Acido indol butirico (AIB). O experimento foi realizado em casa-de-
vegetagcdo, adotando o delineamento experimental em blocos casualizados
com esquema fatorial (6x2), utilizando os seguintes tratamentos: cinco isolados
de Trichoderma, com e sem aplicagdo do hormdnio AIB, com quatro repetigdes.

A parcela experimental constituiu-se de um vaso com quatro plantas. A analise
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dos dados obtidos revelou diferenga significativa entre os tratamentos quanto
ao peso de matéria seca e fresca das plantas de maracujazeiro. Os cinco
isolados de Trichoderma mostraram efeito positivo no incremento de matéria
seca e fresca. Houve interagdo significativa entre os fatores com e sem
horménio. Nao foi detectado efeito significativo do uso de Trichoderma, quanto
ao enraizamento de estacas. O segundo trabalho teve como objetivo de
estudar o potencial de isolados de Trichoderma, como promotores de
desenvolvimento de raizes e de partes aéreas, nas culturas de feijdo, soja e
milho. Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetagcédo, sendo que com o0
feijdo, o trabalho também consistiu em experimentos de campo. As sementes
para plantio foram tratadas com suspensdes contendo 10’conidios/ml de
Trichoderma. As variaveis analisadas foram: matéria seca da parte aérea e de
raizes. Para a cultura do feijoeiro, determinou-se, também, o numero de
vagens produzidas. Os ensaios foram conduzidos em blocos ao acaso com
quatro repeticbes. Em casa de vegetacdo, a unidade experimental foi
constituida por um vaso de 5 kg de capacidade, semeadas com quatro
sementes. O ensaio realizado no campo com feijao, o delineamento foi em
quatro blocos casualizados contendo 11 tratamentos com isolados de
Trichoderma spp. e cada tratamento com 24 plantas. Nos ensaios com soja 0
melhor resultado foi obtido pelo isolado CEN 201 tanto para raiz como para
parte aérea. Para milho os isolados CEN 262 e CEN 280 apresentaram
resultados positivos para parte aérea e CEN 129, CEN 151, CEN 201, CEN
240, CEN 262, CEN 280 para raiz, na cultura de feijao os melhores resultados
foram obtido pelos isolados CEN 280 e CEN 151 para parte aérea e CEN 280

para raiz. Em campo os isolados CEN 201, CEN 151 CEN 523 e CEN 262 se
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destacaram para parte aérea, e CEN 129, CEN 151, CEN201, CEN 240, CEN
262, CEN 280 se destacaram para raiz. Na contagem do numero de vagens de
feijdo plantado em campo os isolados CEN 151, CEN 201, CEN 209 e CEN
262 se destacaram em relacdo aos demais. No terceiro trabalho objetivou-se
avaliar o potencial antagénico de isolados de Trichoderma spp. por meio de
cultivo pareado e producdo de metabdlitos termoestaveis (MT), néo
termoestaveis (MNT) e volateis (MV) na inibicdo da esporulacdo de Fusarium
oxysporum. Nos ensaios MT e MNT os isolados foram cultivados em meio
liquido (batata-dextrose) sob agitacdo a 150 rpm a 25°C, no escuro. Apos 10
dias, a parte liquida foi filtrada. Para o experimento MT, o filtrado foi adicionado
ao meio BDA na proporgéo de 25% (v/v), antes da autoclavagem. Para o MNT,
o filtrado foi esterilizado em membrana milipore 0,45um e adicionado ao meio
BDA na proporcao de 25% (v/v). Em ambos os casos, o meio foi distribuido em
placa de Petri e inoculado com disco (5mm de diametro) do patégeno. No
ensaio MV discos de micélio (5 mm) do patégeno e do antagonista foram
inoculados em meio BDA e incubados por 12 horas, sendo entdo depositadas,
as de F. oxysporum sobre as de Trichoderma spp. Avaliou-se o crescimento e
producado de esporos do F. oxysporum. apds nove dias. O ensaio foi conduzido
em delineamento inteiramente ao acaso com quatro repeticdes. Todos o0s
isolados inibiram o crescimento de F. oxysporum em cultivo pareado. Todos o0s
testes feitos com metabdlitos influenciaram negativamente na esporulacao de
F. oxysporum. Nos testes com MNT os isolados CEN 151 e CEN 162 foram os
gue mais se destacaram nao apresentando diferenca estatistica entre si. Nos
testes com MT, o isolado CEN 201 e CEN 162 foram os que apresentaram

melhor resultado. No ensaio MV o isolado que mais se destacou foi o CEN 129.
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Os solados testados no biocontrole de F. oxysporum, no desenvolvimento de
plantas e como indutores de enraizamento de estacas de maracuja séo

promissores para uso em grande escala.

Palavra chave: Trichoderma, enraizamento, biocontrole, desenvolvimento.
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Abstract

Brazil is one of the biggest producers of bean, soybean, corn, and
passion fruit in the world. Among new technologies of cultivation, the usage of
biological agents has been used to control several pathogens in different crops
and to induce plant growth. The Trichoderma sp fungus is used as a biocontrol
agent and to increase the development of plant growth. This research intends to
evaluate the capacity of Trichoderma sp isolates, (CEN262, CEN 151, CEN
162, CEN 209, CEN 223, CEN 201, CEN 129, CEN 240, CEN 280 and CEN
523, CEN 524) belonging to the collection “Fungi for Biocontrol and Weeds”
from Genetic Resources and Biotechnology — Embrapa — working on the
promotion of bean, corn, and soybean cultivation growth; on rooting of passion
fruit cuttings, and on the biocontrol of Fusarium Oxysporum.
The first objective was to study the effect of Trichoderma ssp. fungus on root
and cutting growth of P. edulis Sins f. flavicarpa (Deg.) with added Indol butirico
Acid (IBA). The experiment was carried out in a greenhouse, adopting random
block experimental design in a factorial system (6X2), with the following
treatments: five isolates from Trichoderma sp. with or without the use of IBA
hormones, in four replications. The experimental part was composed of a pot
with four plants. The results showed a great difference compared to other
treatments in terms of the weight of dry and fresh plant matter. The five species
of Trichoderma presented an increase in the weight (dry and fresh matter) of
plants, as well as presenting a significant interaction between those with and

without hormone. No relevant effect of using Trichoderma was detected in the
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rooting of cuttings. This work concludes that the isolates are promising for
development of passion fruit.

The second study was carried out to examine isolates from Trichoderma to
promote development of the aboveground dry plant matter and root growth in
soybean, bean and corn cultivation. This was carried out in greenhouses and
bean fields, using microbiolised seed, at concentrations of 10 ’ conidia of
Trichoderma/ml in solution. The analyzed variables were: weight of
aboveground dry plant matter and dry root matter; for beans, the number of
pods produced was also recorded. The experimental unit in the greenhouse
was composed of one pot of five kilograms with four seeds, which were
randomly distributed in four repetitions. In the bean-field crop, eleven treatments
with fourteen plants in each one were randomly distributed in four blocs. For the
assays with soybean, the best result was obtained from the isolate CEN 201 for
the root and aboveground dry plant matter. In corn analyses, the isolates from
CEN 262 and CEN 280 presented positive results for the aboveground dry plant
matter, and the isolates from CEN 129, CEN 151, CEN 201, CEN 240, CEN
262 and CEN 280 for the root. For the cultivation of bean the best result was
obtained with isolates from CEN 201 and CEN 151 for aboveground dry plant
matter and with isolate from 280 for the root. In the field, the isolates from CEN
201, CEN 151 CEN 523 and CEN 262 stood out for the aboveground dry plant
matter, and CEN 129, CEN 151, CEN201, CEN 240, CEN 262, CEN 280 for the
root. When pods planted in the field were planted, the isolates from CEN 151,
CEN 201, CEN 209 and CEN 262 stood out. This work concluded that the

selected isolates are excellent candidates for use in promoting plant growth.
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The third objective was to evaluate the antagonistic potential of isolates from
Trichoderma sp. (CEN 262, CEN 151, CEN 162, CEN 209, CEN 223, CEN 201,
CEN 129, CEN 240, CEN 280 and CEN 523), belonging to the collection “Fungi
for Biocontrol and Weeds” from Genetic Resources and Biotechnology —
Embrapa — working to produce thermo-stable (MT), non-thermo-stable (MNT)
and volatile (MV) metabolites for the inhibition of sporulation of Fusarium
Oxysporum sp.fungus. In the MT and MNT assays, the isolate was cultivated in
liquid environment (potato-dextrose) under agitation of 150 rpm at 25°C, in the
dark. After 10 days, the liquid part was filtered. For the MT experiment, the
liquid part was filtered and added to the PDA medium in the proportion of 25%
(v/v), before autoclaving. For the MNT assay, the filtered liquid was sterilized in
0.45pum Millipore membrane and added to the PDA medium in the proportion of
25% (v/v). In both cases, the medium was distributed in Petri dishes and
inoculated with a disc (5 mm of diameter) of pathogen. In the MV assay,
mycelial discs (5mm) of the pathogen and of the antagonist were inoculated in
the PDA medium and incubated for 12 hours; the F. oxysporum was then added
to the Trichoderma spp. After nine days the growth and production of the spores
of F. oxysporum was observed. The assay was in a random design, with four
replications. All isolates inhibited the growth of F. oxisporum in paired culture.
All tests with metabolites negatively influenced the sporulation of F. oxysporum.
In the MNT tests, the isolates CEN 151 and CEN 162 stood out. In the MT tests,
the isolates CEN 201 and CEN 162 showed best results. In the MV assay, the
isolate from CEN 129 stood out. This research concludes that the selected

isolates have high potential for the control of Fusarium pathogen. The isolates
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tested in biocontrol of F. oxysporum, in the development of plants and to induce
the rooting of passion fruit are promising for use on a large scale.

Key Words Trichoderma, rooting, biocontrol, development
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Introducéo geral

Os fungos apresentam uma seérie de caracteristicas biolégicas que o0s
transformam em organismos indispensaveis para todo e qualquer ecossistema,
apresentando funcdes que resultam em produtos e beneficios para a sociedade,
como na producdo de pdaes, bebidas, queijos, medicamentos, como também na
degradacéao ou reciclagem de nutrientes (Puntke & Puntzke, 2002).

Muitos deles vém sendo investigados para fins econémicos. Um deles é o
género Fusarium que compreende espécies habitantes do solo com ampla
distribuicdo pelo mundo, conhecido por causar podridbes de raizes, murchas
vasculares, amarelecimento e necrose foliar, possuem ampla gama de hospedeiros,
incidindo tanto na parte vegetativa como reprodutiva dos vegetais, ocasionado
grandes prejuizos aos produtores (Edel et. al., 1997).

Outro género de interesse econémico é o Trichoderma, onde se encontram
algumas espécies estudadas como agentes de controle biolégico e como
promotores de desenvolvimento de plantas (Baker & Cook, 1974; Benitez et. al.,
2004).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de feijao e de milho. Esta
posicdo de destaque na producdo dessas culturas no cenario mundial, esta
relacionada ao fato destes serem os alimentos basicos da populacado, constituindo
uma das principais fontes de proteina da dieta alimentar tanto humana quanto
animal. (Embrapa, 2007). O pais desponta-se também como principal produtor de

maracuja no ambito internacional. O mercado interno ndo absorve toda a producéo,



sendo o excedente exportado (Agrianual, 2007). A Europa importa cerca de 90% do
suco concentrado produzido pelas industrias brasileiras (Ruggiero et. al., 1996).
Existem, também, boas perspectivas para o mercado americano, japonés e
canadense (Lima, 1994). A soja € um dos principais produtos do agronegoécio
brasileiro. O Brasil ocupa o segundo lugar no cenario mundial de producédo dessa
leguminosa, que é exportada para diversas partes do mundo. (IEA 2007).

Com este trabalho, buscou-se avaliar o potencial de uso agricola dos
isolados de Trichoderma, em diferentes aspectos: no enraizamento e
desenvolvimento de estacas de maracuja, ha promocdo de crescimento de plantas
de feijao, milho e soja e na inibicAo de esporulagdo de Fusarium oxysporum,
causador da murcha de fusarium em plantas de maracuja, por meio de producéo de

metabolitos secundarios.



Reviséao bibliografica

1 - Soja aspectos gerais

A soja (Glicine max L.) da forma hoje cultivada é muito diferente dos seus
ancestrais, que eram plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia,
principalmente ao longo do rio Yangtse, na China (Embrapa, 2007; Costa 2006).

Pertencente a familia Fabacea, representada por mais de 600 géneros
reunindo mais de 13.000 espécies, sendo considerada uma das maiores familias
dentre as dicotileddneas. Sua distribuicdo € mundial, especialmente nas regifes
tropicais. Uma das caracteristicas tipicas dessa familia € apresentar o fruto do tipo
legume, também conhecido como vagem (Joly,1983).

No Brasil, o grao foi introduzido na Bahia por Gustavo D’Utra, em 1882,
importado dos Estados Unidos (Costa, 1996). Hoje o pais é o segundo maior
produtor de soja, s6 perdendo para os Estados Unidos. A producdo brasileira na
safra 2007/08 do grado foi de 59.988,7 milhdes de toneladas, ocupando uma area de
21.158,5 milhdes de hectares, totalizando uma produtividade de 2.835,5 kg/Ha
(Conab, 2008). As regides centro-oeste e sul foram as que mais produziram nesta
safra, com destaque para estado do Mato Grosso, que alcangou uma producéo de
17.677,3 milhdes de toneladas em uma area de 5.609,7 milh6es de hectares,
seguido pelo Parana que ocupou o0 segundo lugar com a producdo de 11.894,7
milhdes de toneladas numa area de 3.932,2 milhdes de Hectares, o estado do Rio
Grande do Sul ocupa o terceiro lugar com uma producdo media de 8.122,1 milhdes

toneladas em 3.834,0 milhdes de hectares.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Legume
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vagem

A variedade dos processos de producao da soja decorre das diversidades
de sua utilizacdo, tais como: Oleo, farelo, farinha, leite, queijo, entre outros.
(Chiarello, 2002). Ha também uma variedade de alimentos derivado da soja, de
grande importancia e que tem seu consumo aumentado desde o final da década de
1990, gracas a combinacdo com sucos de frutas, e o leite de soja, apresentando-se
como uma nova forma de demanda desses produtos no Brasil (Behrens & Silva,
2004).

Além das propriedades nutricionais, a soja tem sido reconhecida pela
versatilidade de consumo, dado pela origem dos mais diversos alimentos funcionais
(Lima Filho et al. 2005). Essa caracteristica decorre de componentes como as
isoflavonas, que possuem acao estrogena, os flavonoides que tém propriedades
anti-cancerigenas e as proteinas que atuam na reducdo do colesterol Salgado

(2007).

1.1 - Milho aspectos gerais
O milho (Zea maydis L.) pertence a familia Graminaceae, que é uma das

maiores familias de angiospermas e provavelmente a de maior importancia
econdbmica. Os representantes dessa familia estdo espalhados por todo mundo. Ela
apresenta cerca de 700 géneros dentre as quais sao reconhecidos 8.000 espécies.

Atualmente, o milho é uma das principais espécies da agricultura brasileira,
ndo somente pelo aspecto quantitativo, como também pela sua importancia
estratégica, como base da alimentagéo animal e humana (Lopez-Ovejero, 2003).

De acordo com os dados da ultima safra (2007/2008), o Brasil produziu
56.233,2 milhdes de toneladas numa area de aproximadamente 14.469,8 milhdes de

hectares, apresentando uma produtividade de 3.886 kg/Ha. A Regido Sul aparece



em primeiro lugar com uma producdo de 25.179,5 milhdes de toneladas,
destacando-se o Estado do Parana que produziu 15.622,3 milhdes de toneladas. O
Estado do Mato grosso ocupou o segundo lugar com uma producdo de 6.944,0
milhdes de toneladas. O estado de Minas gerais ocupou o terceiro lugar com uma
producdo de 6.413,8 milhdes de toneladas em uma area de 1.333,1 milhdes de
hectares.

O cultivo do milho no Brasil € caracterizado pela sua divisdo em duas
épocas de plantio. Os plantios de verdo, ou primeira safa, sdo realizados na época
tradicional, durante o periodo chuvoso, e o cultivo da safrinha, ou segunda safra que
tem se tornado popular. A safrinha refere-se ao milho de sequeiro, plantado em
fevereiro ou marco (Embrapa, 2007).

Em termos nutricionais, o milho & considerado um dos alimentos mais
energéticos, trazendo em sua composicdo proteinas, gorduras, carboidratos,
vitaminas A e do complexo B, calcio, ferro, fosforo e amido. Podendo ser consumido
puro ou como ingredientes de outros produtos, possuindo grande versatilidade para
0 aproveitamento como componente para a fabricacdo de balas, biscoitos, paes,
chocolates, geléias, sorvetes, maionese e até cerveja. Entretanto, a maior parte de

sua producdao é utilizada na alimentacéo animal (ALBIMILHO, 2007).

1.2 - Feijao aspectos gerais

O Feijdo comum é o nome atribuido aos grdos produzidos por plantas, da
espécie Phaseolus vulgaris L., pertencente a familia Fabacea, esse género possui
cerca de 55 espécies (Santos & Gavilanes, 1977). Dentre as empregadas na

alimentacdo estdo (P. vulgaris L., P. coccineus L., P. lunatus L., P. acutifolius A.



Gray) o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € o mais cultivado, sendo
responsavel por aproximadamente 95% da producdo anual (CEPEF, 2001).

O Brasil é o maior produtor de feijao, seguido pelo México (Yokoyama &
Stone, 2000). Dependendo da regido, o plantio € feito em trés periodos do ano,
contribuindo para o abastecimento interno (Yokoyama & Stone, 2000). O cultivo
dessa leguminosa é bastante variavel. E reconhecida como cultura de subsisténcia,
em pequenas areas e com uso limitado de insumos (Borém & Carneiro, 1998).

A producédo nacional foi estimada em 3.437,3 milhdes de toneladas em uma
area de 3.830,8 milhGes de hectares, alcancou uma produtividade de 897 kg/Ha. A
regido nordeste foi a maior produtora de feijdo com 1.122,2 milhdes de toneladas, no
entanto, o estado que obteve a maior producado foi o Parana com 780,3 toneladas
em 623,4 mil hectares. O estado de Minas Gerais aparece em seguida, com 512,1
mil toneladas em uma éarea de 403,9 mil hectares. O estado da Bahia ocupa o
terceiro lugar com 322,6 mil de toneladas em 635,2 mil hectares.

O feijdao é consumido em todas as classes sociais, sendo a principal fonte
de proteinas, minerais, vitaminas e fibras para as classes com menor poder
aquisitivo. Quando comparada com as proteinas de origem animal, apresenta um
custo menor, fornecendo cerca de 20% das necessidades de um adulto para uma
série de nutrientes (Bassinello, 2007). O amido € o principal carboidrato
armazenado constituindo cerca de 60 a 65% da sua composicao total. As fibras
encontradas em forma de celulose e hemicelulose variam, no feijao cozido, entre 3%
e 7%. Essas fibras possuem importantes implicacbes terapéuticas em certas
condi¢cbes de saude como diabetes e hiperglicemia, entre outros (Bassinello, 2007).
E também uma importante fonte de ferro, fésforo, magnésio, manganés e, em menor

grau, de zinco, cobre e calcio (Bassinello, 2007).


mailto:pzbassin@cnpaf.embrapa.br
mailto:pzbassin@cnpaf.embrapa.br
mailto:pzbassin@cnpaf.embrapa.br

1.3 - Maracuja aspectos gerais

O género Passiflora é originario da América da Sul, sendo seu principal
centro de origem e distribuicdo o centro do Brasil (Manica, 1981). Pertence a familia
Passifloracea que € composta de 12 géneros, dentre esses o género Passiflora é o
de maior expressao econémica, com cerca de 600 espécies (Joly, 1983; Braga &
Jungueira 2000; Sousa & Meletti, 1997).

A espécie de maracuja mais cultivada € a P. edulis Sims. f. flavicarpa Deg.
que tem como nome vulgar, maracuja- amarelo ou maracuja- azedo, seguido pela P.
alata Curtis ou maracuja-doce. (Junqueira et al., 2005). E uma planta trepadeira,
semilenhosa, de crescimento rapido e frutificagdo precoce, podendo atingir 5 a 10
metros de comprimento (Ruggieiro et al., 1996).

E utilizado principalmente para consumo “fresco” e na fabricacdo de sucos,
gque além de abastecer ao mercado interno, € exportado principalmente para a
Europa. Os frutos frescos tém sido comercializados nas feiras livres, Ceasas e nos
supermercados (Lima et. al., 1999).

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores e consumidor mundial
de maracuja. Em 2004 sua producéo foi de 491.619 toneladas em uma éarea de
36.576 Ha. A Regiao Nordeste contribuiu com 209.401 toneladas desse total, sendo
que, s6 o Estado da Bahia produziu 114.627 toneladas, em uma éarea colhida de
8.895 Ha. O Espirito Santo ocupou o0 segundo lugar com uma producéo de 81.180
toneladas em 3.243 Ha e S&o Paulo, o terceiro, com 46.917 toneladas, em 2.641 Ha.
(Agrianual, 2007).

No entanto, as exportacdes do fruto e do suco ainda ndo apresentam

grande expressao para a economia do Pais, que perde para o Equador e a



Colémbia, com cerca de 50% e 30%, respectivamente, das exportacdées mundiais de

suco concentrado (Cabral et. al., 2004).

2 - Interacao planta — fungo

Os fungos representam um grupo heterogéneo, formado por diversos
organismos unicelulares ou pluricelulares que se alimentam através da absorcao
direta de nutrientes. Os alimentos dissolvem-se por causa das enzimas que eles
secretam e em seguida, sdo absorvidos através da parede celular, distribuindo-se
por difusdo simples no protoplasma. Esses organismos vivem como saprofitas,
parasitas ou simbiontes. Os fitopatbgenos atacam tecidos vivos de plantas,
engquanto os saprofitas vivem em tecidos mortos e sdo importantes na ciclagem de
nutrientes. Entre os simbiontes existem diferentes grupos funcionais de fungos
benéficos, classificados de acordo com a sua aplicacdo: biofertilizantes (como os
rizobios), fitoestimuladores (auxinas produzidas por Azospirillum sp.),
rizoremediadores (ex: Pseudomonas) (Reis, 2005).

As interacdes entre plantas e microrganismos sdo de extremo interesse
para humanidade, uma vez que uma parte da economia mundial tem por base a
utilizacdo de espécies vegetais (Barbieri & Carvalho, 2001). Grande parte dos
fungos, como o0s endofitos, estabelece relagbes simbidticas com plantas.
Microrganismos endofiticos sdo aqueles que vivem parte ou todo o seu ciclo de vida
no interior de 6rgdo ou tecidos de plantas e ndo causam danos aparentes ao

hospedeiro (Azevedo, 1998; Sturz et. al., 2000).



2 .1 - Controle biologico

Controle biologico é definido por Baker & Cook (1974) como “a redugao da
densidade de indculo ou das atividades determinantes da doenca causada por
patdgenos ou parasitas nos seus estados de atividade ou dorméncia, por um ou
mais organismos antagonicos realizada naturalmente ou através da manipulacao do
ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou ainda, por introducdo em massa de um ou
mais antagonistas”. Posteriormente Baker & Cook (1983) redefiniram o controle
bioldgico como sendo “a redugdo da soma do indculo ou das atividades
determinantes da doenca provocada por um patdgeno, realizada por ou através de
um ou mais organismos que nao o homem?”.

A introducdo de antagonistas adaptados ao microhabtat do patégeno é um
aspecto relevante para muitos sistemas planta — patégeno. Antagonistas podem ser
introduzidos em outro ambiente diferente daquele onde foi isolado, estabelecer e
parasitar o patégeno. O sucesso do biocontrole, no entanto, dependera da natureza
das propriedades antagonistas e dos mecanismos de acao (Melo & Azevedo, 1998).

Os principios dos mecanismos de controle biolégico baseiam-se em
relacbes antagbnicas como: competicdo, predacdo, amensalismo, parasitismo,
resisténcia induzida ou pela producédo de metabdlitos que inibem o desenvolvimento
do outro. O parasitismo parece ser 0 mecanismo mais eficiente de antagonismo no
controle biologico, pois os hiperparasitas dependem dos seus hospedeiros para
sobrevivéncia e estao sujeitos as mesmas variagdes ambientais (Grigoletti, 2000).

O controle biologico inclui praticas culturais com o objetivo de criar um
ambiente favoravel ao antagonista e a introducdo em massa de antagonistas,

(Bettiol & Ghini, 1995). Esses meétodos visam manter um equilibrio no



agroecossistema, de modo que a planta, na presenca do patdégeno, nao sofra danos
significativos, em funcédo da acao controladora dos antagonistas (Bizi, 2005).

Desta forma o controle biolégico de fitopatdgeno se destaca por ndo se
restringir a estudar apenas a relacdo entre o fitoparasita e o hospedeiro, mas
também considerar os antagonistas, a microflora adjacente ao local da infeccéo e o

relacionamento desse complexo em todo o ecossistema (Bettiol, 1991).

2.2 - Trichoderma - Aspectos gerais

Trichoderma spp. sao fungos de ocorréncia natural nos solos,
especialmente os organicos, podendo viver saprofiticamente ou parasitando outros
fungos. S&o fungos mitospdricos, agrupados na, ordem Moniliales, familia
Moniliaceae. Produzindo conidios em abundéancia a partir de células conidiogénicas
determinadas como fialidicas, estas células originadas de estruturas denominadas
conidiéforos que sdo formadas diretamente das hifas vegetativas. Em seu estado
teleomorfo, quando conhecido, pertencem a ordem Hypocreales (Melo & Azevedo,
1991; Samuels, 2006).

Em meio de cultura, as colénias de Trichoderma crescem rapidamente,
apresentando inicialmente uma superficie lisa e quase transllicida. Posteriormente,
as colbnias podem se tornar flocosa ou compacta com tufos. Sua coloracéo verde ou
amarelada deve-se a pigmentacdo dos conidios e a quantidade destes produzidos.
O micélio é composto por hifas hialinas, ramificadas e de parede lisa. A maioria das
espécies forma clamidésporos, intercalado nas hifas ou terminais. Os conidiéforos
sdo muitos ramificados, de formato conico ou piramidal, e quase sempre sao
formados em anéis sazonais, produzindo zonas concéntricas. As células

conidiogénicas sao fialidicas. Os conidios tém formatos subglobosos, ovéides,
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elipséides ou eliptico-cilindricos, sendo produzidos em série e acumulados no apice
das fialides, com variacdo da coloracdo de verde amarelo ou verde claro (Melo,
1991).

Uma caracteristica que se destaca nesse género € a capacidade de se
associar as raizes de plantas. Esta simbiose ocorre por mecanismos similares
aqueles de fungos micorrizicos (Benitez et al., 2004). Essa interacdo se inicia com a
colonizacdo da superficie externa das raizes, e pode ser restrita ou ocorrer por todo
0 rizoplano, seguida da producéo de celulases (Ahmad & Baker, 1987) e da invasao
da primeira ou da segunda camada de células da epiderme pelas hifas, com a
producdo de hidrofobinas, que séo proteinas que permitem a adesdo a superficies
hidrofébicas (Kershaw & Talbot, 1998).

Os mecanismos utilizados pelos fungos do género Trichoderma sé&o:
amensalismo, parasitismo, competicdo e inducdo de resisténcia da planta.
Antibidticos sdo metabdlitos, com os quais, o antagonista destréi ou inibe o
crescimento do patdgeno (Denis & Webster, 1971; Benitez, 2004); parasitismo é um
mecanismo pelo qual o fungo é capaz de penetrar as estruturas do patégeno,
especialmente as hifas, utilizando enzimas que degradam componentes da parede
celular. Desta forma, ocorre a degradacdo enzimatica e o consumo de nutrientes
oriundos da degradacdo das estruturas dos fitopatogenos. Por esse fato, o0s
antagonistas que atuam por este mecanismo sdo denominados hiperparasitas ou
hiperpatdégenos (Blum et al., 2006); Competicdo € a interacdo entre dois ou mais
organismos empenhados na disputa principalmente por alimentos, espaco e
oxigénio (Weller, 1988; Benitez, 2004); A inducéo de resisténcia das plantas ocorre
com a penetracdo do Trichoderma nas raizes, induzindo a planta a produzir uma

resposta a invasao, acumulando fitolexinas, flavonoides, terpendides, derivados
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fendlicos, agloconas e outras substancias antimicrobianas, dos quais o Trichoderma
apresenta grande capacidade de tolerancia. (Benitez, et al., 2004).

Além de ser utilizado em controle de patdégenos os fungos do género
Trichoderma séo também utilizados como agentes promotores de crescimento. Esse
mecanismo se refere ao desenvolvimento das plantas de forma geral, incluindo os
efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia e desenvolvimento das
plantulas e producdo de grdos e frutos. Os nutrientes solubilizados tornam-se
disponiveis para absorcdo pelas raizes, desta forma, reduz-se a necessidade de
adubacdo, fenbmeno que vem despertando o interesse para pesquisa. (Harman,

2000; Altomare et al. 1999; Kleifeld & Chet 1992)

2.3 - Importancia de metabdlitos produzidos por Trichoderma spp.

Um dos mecanismos de competicdo utilizados pelos microrganismos do
solo € a competicdo quimica, mediada por substancias (soélidas, liquidas ou
gasosas) produzidas por uma espécie que podem inibir ou estimular o crescimento
de outra. A maioria dessas substancias é caracterizada como antibioticos (Putzke &
Putzke, 2002).

Os antibioticos definem-se como substancias organicas produzidas por
microrganismos que, em concentragdes baixas, sdo deletérias ao crescimento ou
atividade metabdlicas de outros microrganismos (Baker & Cook, 1974). O controle
biolégico pode resultar da acdo de um ou varios mecanismos simultaneamente,
neste ultimo caso, resulta em maior eficiéncia no antagonista (Lorito et al., 1994). De
acordo com Claydon et al. (1987), antibiéticos sado produtos do metabolismo
secundario de seus produtores, e podem ser mais importantes na inibicdo de outros

organismos do que a competicdo por nutrientes.
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Certos metabdlitos antifungicos sdo produzidos por microrganismos que
sobrevivem no solo, principalmente fungos, bactérias e actinomicetos, podendo
exercer importante papel no antagonismo entre microrganismos. Dentre os fungos
que possuem informacdo genética para a producdo de substancias inibidoras,
antibiéticas ou ndo, destaca-se o género Trichoderma além de outros géneros (Melo,
1991).

Espécies de Trichoderma sdo consideradas eficientes antagonistas contra
uma seérie de fungos fitopatogénicos, atuando pela producdo de metabdlitos volateis
e de ndo volateis com atividade antimicrobiana (Claydon et al., 1987; Ghisalberti &
Rowland, 1993). Os metabdlitos volateis possuem vantagens sobre aqueles nao
volateis (Mangenot & Dien, 1979 citado por Lobo Junior, 2000), como a capacidade
de difusdo em intersticios e de solubilizacdo entre as particulas do solo. Ndo sao
sujeitos a absorcdo e a biodegradacdao, como também, ndo tém seu efeito limitado
pela diluicdo. A natureza volatil confere uma vantagem distinta sobre inibidores néao
volateis, ja que sua acao pode atingir microrganismos fisicamente distantes dos
sitios de producdo. A permeacdo por inibidores ndo volateis pode ser altamente
restrita, especialmente para metabdlitos de baixa solubilidade em agua. (Lobo Junior
& Abrel, 2000).

Os primeiros trabalhos cientificos comprovando a producdo de antibiéticos
por Trichoderma spp. foram realizados por Weidling (1934), que conseguiu

identificar os antibidticos gliotoxina e viridina.
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3 — Fusarium aspectos gerais

O género Fusarium Link € um dos fungos de grande importancia econdémica
com varias espécies capazes de causar doencas em plantas, dentre as quais, a
podridbes em raizes, caules e frutos, além das murchas vasculares. O género
possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em todas as regides do mundo
(Laranjeira, 2001; Poletto et al., 2006). O género apresenta duas principais formas
de esporos: os microconidios que sdo unicelulares e os macroconidios que sao
multicelulares. Os nucleos dos esporos sdo descendentes mitéticos de um mesmo
ndcleo progenitor, portanto idénticos (Puhalla, 1981). Algumas espécies sao
particularmente comuns no solo, onde podem persistir sob a forma de clamidésporos
ou como hifas, enquanto que outras espécies produzem apenas conidios (Edel,
1997; Ventura, 1999).

Esse género fungico é formado por varias espécies e formae speciales, com
capacidade de adaptacéo e sobrevivéncia por longos periodos no solo, na forma de
clamidésporo. Estes podem se manter viaveis por longos periodos e serem
disseminados através da movimentacdo de solos provocada pelo vento, agua ou
implementos agricolas (Bedendo, 1995; Ventura, 1999). Dentre as principais
espécies que causam prejuizos em diversas culturas, podem ser citadas: F.
moniliforme, na cultura de milho (Cavalho et al., 1993); F. solani f. sp. piperis Alb. na
cultura de pimenta-do-reino (Carnauba, 2007); F. subglutinans na cultura do
abacaxi; F. graminearum, no trigo (Angelotti, 2006) e F. oxysporum e F. solani em
maracujazeiro (Viana 2003).

A severidade das doencas causadas por Fusarium spp. esta condicionada a

fatores ambientais favoraveis, tais como: temperatura, umidade, plantio em solos
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arenosos, presenca de nematoides, ocorréncia de pH baixo e adubacdo com baixo
teor de potassio; além da falta de resisténcia do hospedeiro (Bedendo, 1995).

A identificacdo de espécies de Fusarium € realizada, tradicionalmente, com
base na morfologia do fungo, o que além de constituir uma tarefa dificil de ser
executada, também pode gerar controvérsias devido a variabilidade dos caracteres
fenotipicos empregados na classificacdo taxondmica desse género (Ventura 2000).
Segundo Puhalla (1981) os estagios sexuais do Fusarium sdo ascomicetos, onde o
esporo sexual é o ascosporo. Alguns, na forma perfeita, formam ascésporos
bicelulares e sdo alocados no género Nectria. Outros estados perfeitos como é o
caso em Gibberella, formam ascésporos multicelulares.

Vérios fatores tornam a taxonomia do género confusa como a dificil
distincdo das espécies através de caracteristicas morfolégicas e a mutacdo dentro
da cultura, o que resulta num sistema taxonémico que néao reflete a diversidade da
espécie. (Dugall et al. 1997; Géiser et al.,1994).

Os métodos mais utilizados no controle de isolados patogénicos de
Fusarium sdo: desinfestacdo do solo com fungicidas quimicos, utilizacdo de
cultivares resistentes e rotacdo de cultura (Agrios, 1988). No entanto, o controle
qguimico da fusariose ndo € totalmente eficiente, uma vez que o patdgeno atua
penetrando no tecido vascular da planta hospedeira. Segundo Laranjeiras (2001),
esse patdégeno raramente € erradicado por meio do controle quimico, além de
apresentar grande capacidade de sobrevivéncia no solo através de estruturas de
resisténcia, os clamidosporos. Ainda, os produtos quimicos vém causando impactos
negativos no ecossistema, como também, danos na saude humana (Tokeshi, 2000).
A utilizagdo de cultivares resistentes seria uma grande alternativa de controle,

porém, dificuldades na identificacdo de um gene de resisténcia e a habilidade de
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adaptacao do patdégeno a novos genétipos, podem tornar a resisténcia uma solucao
temporaria (Sutton, 2000). Sendo o patégeno um fungo de solo, capaz de sobreviver
a restos de cultura e apresentar varias espécies vegetais como hospedeiros, a

alternativa de rotacéo de cultura ndo seria de grande eficiéncia (Sutton, 2000).

4 - Propagacao vegetativa

A propagacéao de plantas pode ser sexual ou assexual. A reproducéo sexual
ocorre quando a semente é utilizada como estrutura reprodutiva na producédo de
novas plantas (Lopes, 2002), pela propagacdo sexuada obtém-se maior taxa de
variacdo entre as mudas produzidas, devido a recombinacdo génica que altera o
gendtipo original (Kampf, 2000). A propagacdo por sementes aumenta a
variabilidade das progénies resultantes, o que é importante para o melhoramento
genético, no entanto, € indesejavel no cultivo da maioria das fruteiras tropicais.
(Sousa & Araujo, 1999).

Entende-se por propagacdo vegetativa ou assexual, o processo de
regeneracao de partes da planta a partir de células somaticas, dependentes de duas
caracteristicas basicas: totipoténcia e diferenciacdo (Siméao, 1998) no qual ocorre a
inducdo do enraizamento adventicio em segmentos destacados da planta matriz,
que, submetidos a condi¢cdes favoraveis, originam uma muda, aumentando o
namero de individuos e preservando as caracteristicas desejaveis. Nao ha fusao dos
gametas, consequentemente, ndo ocorre a recombinagcdo génica, permitindo assim
a reproducéo fiel da planta mae (Lopes, 2000; Fachinello et al., 1995). Este € o
método mais recomendado para multiplicacdo comercial das fruteiras tropicais

perenes, especialmente daquelas de polinizacdo cruzada, justamente por transmitir
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o patrimbnio genético das plantas matrizes para as plantas clonadas e aumentar a
precocidade e a uniformidade fenotipica dos pomares (Sousa e Araujo, 1999).

Segundo Xavier (2002), a propagacdo vegetativa s6 € possivel devido a
capacidade relativa a totipoténcia das células vegetais, ou seja, capacidade de
algumas células do organismo vegetal conter em seu ndcleo toda a informacao
necessaria a regeneracdo de uma planta completa, através da reproducédo somatica
(reproducédo assexuada ou vegetativa), baseada exclusivamente na mitose.

A propagacao vegetativa em plantas pode ser feita por varios métodos, um
deles é a estaquia, que é a regeneracdo de plantas através do enraizamento
adventicio na regeneracdo dos tecidos e na emissdo de raizes. As estacas,
contendo ao menos uma gema, podem ser obtidas de orgdos aéreos ou
subterraneos. Segundo Nass et al. (2001) segmentos destacados da planta-mée
colocados sob condicbes adequadas formam raizes adventicias, originando uma
nova planta idéntica aquela que Ihe deu origem (Valio, 1986).

O potencial de enraizamento, assim como a qualidade e a quantidade de
raizes nas estacas, pode variar com a espécie, cultivar, condicbes ambientais e
condicBes internas da propria planta, como aspecto fenoldgico da planta matriz, tipo
de ramo e de estaca, e tratamento concedido (Albuquerque & Albuquerque, 1982;
Souza & Lima, 2005). Outros fatores também sao importantes para o enraizamento,
entre eles a nebulizacdo, o estado nutricional e a utilizagcdo de hormoénios (Silva,
2008).

Segundo Silva (2008) a maior dificuldade da propagacdo vegetativa de
plantas adultas € o0 enraizamento, sendo necessario trabalhar com material
fisiologicamente juvenil ou rejuvenescido. Ojima e Rigitano (1969) verificaram que

estacas precoces propiciaram formacdo de plantas mais bem desenvolvidas. O
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mesmo afirma Pereira et al. (1984), que também observaram maior enraizamento e
desenvolvimento das plantas quando estaqueadas mais cedo. Para que a
reproducdo aconteca na estaquia, € necessario que as células do propagulo se
diferenciem, regenerando cada um dos tecidos da planta adulta, processo chamado
de organogénese (Xavier, 2002). A desdiferenciacdo consiste na perda das
caracteristicas e funcbes especificas de células diferenciadas, reassumindo as
funcdes de uma célula meristematica (Kerbauy, 1999).

A obtencdo de mudas de alta qualidade é estratégica para tornar a
producdo mais competitiva e atender ao mercado interno e as exportacoes,
considerando 60% do sucesso (Minami et al.,1994). A técnica de propagacao
vegetativa € a mais utilizada na producdo comercial de diversas culturas
ornamentais, florestais e frutiferas, tendo como vantagens: reproducdo de
caracteristicas desejaveis; multiplicacdo de individuos mais vigorosos e resistentes a
determinadas doencas; ganho de tempo relacionado aos ciclos de producédo e
uniformidade nas populacfes possibilitando a obtencdo de produtos padronizados,
de alta qualidade e de rapido incremento no numero de plantas. (Ferri, 1997;
Higashi, 2000). Outro aspecto importante a ser considerado € que essa técnica
prové suporte em programas de melhoramento genético e na multiplicacdo de

plantas geneticamente modificadas (Barrueto Cid, 2001; Hartmann et al., 2002).

4.1- Fitohormonios

Os hormonios vegetais, ou fitorm6nios sdo substancias organicas que
desempenham a principal funcdo no regulamento do crescimento. Sendo ativos em
pequenas quantidades. Seus sinais quimicos carregam informacdes sobre o

desenvolvimento ou estado fisiologico das células, dos tecidos e, em alguns casos,
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de sistemas de 6rgdos extensamente separados. Alguns deles sdo produzidos em
determinado tecido e transportados para locais onde induzem respostas fisioldgicas
especificas. Outros agem dentro do proprio tecido em que séo produzidos. (Raven,
2001).

Os fitohormdnios podem ser classificados como: citocinina, giberelina, acido
abscisico, etileno e auxina. Em 1941, Johanes Van Overbeeek descobriu na agua de
coco um potente fator de crescimento, acelerador do desenvolvimento de embrides
do coqueiro e promotor do crescimento de tecidos isolados e células em tubo de
ensaio. No inicio da década de 50, Folke Skoog e colaboradores conseguiram isolar
e identificar a natureza quimica desse fator, nomeando-o de cinetina, dando o nome
do grupo de citocininas, devido ao envolvimento na citocinese, ou divisdo celular
(Raven, 2001).

As citocininas atuam em associacdo com as auxinas no controle da
dominancia apical e, também, retardam o envelhecimento das plantas. Essa
combinagcdo pode ser empregada in vitro para induzir o desenvolvimento da raiz
(Skoog & Moleiro, 1957). O tratamento com a auxina pode rapidamente inibir a
biossintese de citocinina. In vitro, esse dois horménios s&o inversamente
correlacionados (EkI6f et al., 2000; Nordstrom et al., 2004).

Em 1926, no mesmo ano em que Went isolou auxina em Coledptilo de aveia
(Avena), um cientista japonés chamado E. Kurosawa descobriu uma doenca em
plantas de arroz (Oryza sativa) denominada “doenga da plantinha boba” na qual a
planta crescia rapidamente, tornando-se estiolada, de cor palida e tendia a cair,
associou esses sintomas a substancia produzida por um fungo chamado Giberella
fujikuri. Em 1934 os quimicos T.Yabuta e Y. Sumiki isolou essa substancia e

nomeou-a de giberelina (Raven, 2001). Estudos posteriores mostraram que
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substancias semelhantes a giberelina estdo presentes normalmente em plantas,
onde controlam diversas funcfes (Malonek et al., 2005).

As giberelinas sdo horménios produzidos principalmente nas raizes e nos
brotos foliares. Eles atuam como estimuladores do crescimento de caules e folhas,
mas tém pouco efeito sobre o crescimento das raizes. Juntamente com as auxinas,
as giberelinas atuam no desenvolvimento dos frutos. Em conjunto com as citocininas
desempenham importante papel no processo de germinacao das sementes (Ross et
al., 2000). Mais de 84 giberelinas ja foram isoladas e identificadas quimicamente,
apresentam pouca variacdo na estrutura e atividade biolégica (Raven, 2001).

Em 1949, Paul F. Wareing descobriu que freixo de batata contém grandes
guantidades de um inibidor de crescimento, a que denominou de “dormina”. Durante
a década de 1960, Frederick T. Addicott descobriu a mesma substancia em folhas e
frutos, que era capaz de acelerar a abscisdo, a qual denominou “abscisina”,
composto hoje conhecido como Acido abscisico (ABA). Sabe-se que essa
substancia ndo possui um papel direto na abscisdo e sim na germinag¢ao prematura
de frutos e fechamento de estbmatos (Raven, 2001).

O etileno é anico fitohormdnio na forma de gas, é produzido em diversas
partes da planta e difunde-se no ar existente entre as células (Morgan, 1962). Sua
descoberta ocorreu em 1901 por Dimitry Neljubov que notou um crescimento
horizontal no caule de plantas de ervilha expostas ao tratamento com gas de
iluminacdo. As descobertas de Neljubov levaram a conclusdo de que o etileno
influencia o crescimento e desenvolvimento vegetal, incluindo abscisdo de frutos e
folhas (Ferri, 1979).

As auxinas sao substancias capazes de controlar varios processos distintos,

tais como elongacéo celular, inicializacdo da divisdo celular (Pasqual, 2001). E
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formada no apice caulinar e radicular, de onde se movimenta para o resto da planta.
No entanto, a sua distribuicdo ndo € uniforme. A concentracdo de auxina resultante
tem sido correlacionada a inibicdo e ao estimulo para o crescimento, assim como a
diferenciacéo de 6rgao ou tecidos (Janick, 1966).

Um dos primeiros experimentos documentados sobre sustancias
reguladoras de crescimento foi realizado por Charles Darwin que foi publicado no
livro “O poder do movimento das plantas”, em 1888. Em 1926, Frits W. Went um
fisiologista vegetal, observou a influéncia de uma substancia no envergamento de
apices de coledptilo de plantulas de aveia (Avena sativa), e chamou de auxina, do
grego auxein, que significa “crescer”. Sabe-se hoje que essa curvatura era causada
pelo alongamento celular diferencial (Raven, 2001; Ferri, 1979).

A auxina enddgena encontrada nas plantas € o acido indolacético (AlA), em
niveis que variam conforme a velocidade das reacfes de sintese, destruicdo e
inativacdo. Sua concentracao € afetada por alguns fatores, como idade fisiolégica do
orgdo e da planta, condicbes ambientais, e parte da planta que foi utilizada.
Segundo Fachinello et al. (1995), é necessario que haja balanco adequado,
especialmente entre auxinas, giberelinas e citocininas, ou seja, equilibrio entre
promotores e inibidores do processo de iniciacdo radicular. Quando o balanco
hormonal entre promotores e inibidores é favoravel aos promotores, ocorre o
processo de iniciacao radicular. (Santos, 1994).

Além do AIA, outros compostos sintéticos também favorecem o crescimento
das células, dentre eles, o acido indolbutirico (AIB), que se destaca como 0 mais
eficientes em promover o enraizamento de estacas, por apresentar estabilidade a
fotodegradacao, ser imune a acao biologica e possuir boa capacidade de promover

0 enraizamento. Tém sido utilizados em estacas de varias espécies, principalmente
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aguelas que apresentam dificuldades em emitir raizes, promovendo, assim, a
diferenciacéo celular e a formacéo de raizes (Tonietto et al., 1997). Segundo Kramer
e Kozlowski (1979), o efeito das auxinas enddgenas no enraizamento de estacas
pode ser aumentado pela aplicacdo de reguladores do crescimento como &acido
indolbutirico (AIB) ou &cido naftalenoacético (ANA). Esses produtos podem ser
aplicados pelos métodos da imersdo prolongada em solucdo diluida e imersao
rapida em solugcédo concentrada ou em po6 (Hartmann et al., 1997).

Na estaquia, a auxina natural produzida nas folhas novas e nas gemas
move-se naturalmente para a parte inferior da planta, acumulando-se na base do
corte, junto com aguUcares e outras substancias nutritivas. A formacédo natural de
raizes €, aparentemente, dependente de um nivel 6timo de auxina, € aumentado
pela adicdo de auxinas sintéticas, sendo o fitorregulador de maior sucesso, o AIB
(Janick, 1966).

Conforme Alvarenga & Carvalho (1983), o objetivo principal de tratar
estacas com reguladores de crescimento é proporcionar uma maior porcentagem de
enraizamento, maior uniformidade do material, produtividade em menor espaco de
tempo e menor permanéncia da estaca no leito de enraizamento. Segundo
Fachinello et al. (1995) a maneira mais comum de promover esse equilibrio e induzir
a formacdo de raizes pela aplicagdo exdgena de reguladores de crescimento
sintéticos, como AIA, AIB e ANA, que podem elevar o teor de auxina no tecido.

A utilizacdo de reguladores de crescimento no enraizamento € pratica ja
bastante difundida e, em muitas espécies, viabiliza a produ¢cdo de mudas por meio

da estaquia (Fachinello et al., 1995).
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de isolados de Trichoderma no
enraizamento e no desenvolvimento de estacas de P. edulis Sins f. flavicarpa (Deg.)
juntamente com &cido indol butirico (AIB). O experimento foi realizado em casa-de-
vegetacdo, adotando o delineamento experimental em blocos casualizados com
esquema fatorial (6x2), utilizando os seguintes tratamentos: cinco isolados de
Trichoderma, com e sem aplicacdo do hormdnio AIB, com quatro repeticdes. A
parcela experimental constituiu-se de um vaso com quatro plantas. A andlise dos
dados obtidos revelou diferenca significativa entre os tratamentos quanto ao peso de
matéria seca e fresca das plantas de maracujazeiro. Os cinco isolados de
Trichoderma mostraram efeito positivo no incremento de matéria seca e fresca.
Houve interacdo significativa entre os fatores com e sem hormdénio. Nao foi
detectado efeito significativo do uso de Trichoderma, quanto ao enraizamento de
estacas. Concluiu-se que esses isolados sdo promissores para 0 USO ha promogao

de desenvolvimento e enraizamento de estacas de maracujazeiro.

Palavras chave: Fungo, promoc¢éao de crescimento, AlB.
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Abstract

This work was carried out in order to study the effect of Trichoderma ssp. fungus
joined with Indol butirico Acid (IBA) in promoting root and cutting growth of P. edulis
Sins f. flavicarpa (Deg.). The experience was carried out in the greenhouse, adopting
the block experimental design in a factorial system (6X2), with the follow treatments:
five isolates from Trichoderma sp. with or without the use of IBA hormones, in four
replications. The experiment used a pot with four plants. The original data showed a
great difference from other treatments in terms of the weight of dry and fresh plant
matter. The five species of Trichoderma increased the weight (dry and fresh matter)
of plants compared to the control. There was an interaction between treatments with
and without hormone. No significant effect on the rooting of cuttings was detected
when Trichoderma was used.To conclude, these isolates are promising for use in

promoting passion fruit development.

Keywords: Fungus, plant growth-promoting, IBA Hormones.
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INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) constitui
uma das principais espécies frutiferas cultivadas no Brasil. A maior parte da
producdo concentra-se nas regides Nordeste e Sudeste, que foram responsaveis,
em 2006, por aproximadamente 83% da producdo nacional, seguidas pelas regides
Norte e Centro—Oeste, com 13%. O pais tem se destacado no cenario mundial, com
uma producdo em torno de 491.619 toneladas. (Agrianual, 2007).

A obtencdo de mudas de alta qualidade é estratégica para uma maior
competitividade da cultura, tendo em vista tanto o mercado interno como o externo.
Considera-se que 60% do sucesso de uma cultura reside na sua implantagéo
(Minami et al.,1994).

A propagacdo vegetativa por estaquia é o processo pelo qual segmentos
destacados da planta-mée sdo colocados sob condi¢cbes adequadas, originando
novas plantas idénticas aquela que lhes deu origem (Valio, 1986). Este é o método
mais recomendado para multiplicacdo comercial das fruteiras tropicais perenes,
especialmente daquelas de polinizacdo cruzada, justamente por transmitir o
patriménio genético das plantas matrizes para as plantas clonadas aumentando a
precocidade e a uniformidade fenotipica dos pomares (Sousa e Araujo, 1999). As
estacas para enraizamento podem ser tratadas com auxinas, que sao hormoénios
vegetais capazes de controlar varios processos distintos como a elongacao e divisdo
celular. As auxinas iniciam a divisdo celular e estdo envolvidas na origem do
meristema, promovendo o crescimento de tecidos desorganizados e de tecidos

definidos (Pasqual, 2001). O tratamento hormonal das estacas proporciona maior
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porcentagem de enraizamento, uniformidade fenoldgica do material e producdo em
menor tempo, reduzindo assim, a permanéncia da estaca no leito de enraizamento
(Alvarenga & Carvalho, 1983). O acido 3-indolacético (AIA) e o acido indolbutirico
(AIB) sdo auxinas e apresentam importante papel no enraizamento de plantas (Valio,
1986).

Fungos do género Trichoderma estdo entre 0S microrganismos mais
comumente estudados como agentes de biocontrole de doencas e apresentam,
também, atividade como promotores de crescimento de plantas (Altmore et al.,
1999). Muitas dessas espécies possuem a capacidade de se associar as raizes,
formando uma interacdo interespecifica de simbiose, por mecanismos similares
aqueles de fungos micorrizicos (Benitez et al., 2004).

O presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito de isolados de
Trichoderma no enraizamento de estacas de maracujazeiro-azedo e seu

desempenho associado ao acido indolbutirico (AIB).

37



MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados os isolados CEN 280 (T. longibrachiatum), CEN 201 (T.
asperellum), CEN 251 (T. harzianum), CEN 523 (Trichoderma sp.) e CEN 524
(Trichoderma sp.) pertencentes a Colecdo de Fungos para Controle Biologico de
Fitopatdgenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
estes dois ultimos foram obtidos a partir de amostras de solo, retiradas da rizosfera
de maracujazeiro. Os isolamentos foram realizados pelo método de diluicdo em série
de particulas de solo (Wollum, 1982). Utilizou-se o meio de Martin para o isolamento
e obtencdo das amostras. Para o armazenamento e manutencdo das colbnias,
utilizou-se o meio de batata-dextrose-agar (BDA). Em ambas as etapas, as placas
de Petri foram mantidas em incubadora do tipo B.O.D., regulada para temperatura
de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Trés discos (9 mm de diametro) contendo as estruturas fungicas, retirados
de culturas com sete dias de idade, foram transferidos para sacos plasticos
autoclavaveis (42 cm de comprimento e 28 cm de largura) contendo o substrato
sélido. Este consistiu de 200 g de arroz parboilizado, previamente umedecido com
120 ml de agua destilada e autoclavado a 120°C durante 25 minutos. O cultivo
ocorreu em sala de incubacdo, onde a temperatura se manteve a 25 °C e o
fotoperiodo de 12 horas, durante 10 dias.

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacao da estacdo biologica
de Universidade de Brasilia, onde a temperatura variou de 23-25°C e umidade
relativa foi mantida em torno de 80%. Estacas com 15 cm de comprimento e sem

folnas (Nogueira, 2007) foram obtidas de clones de maracujazeiro-azedo da
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variedade MAR 2050, pertencentes a colecdo da Faculdade de Agronomia e
Veterinaria da Universidade de Brasilia — UnB. Estas estacas foram mergulhadas
por 10 min em solucdo de AIB 1000 ppm (Souza, 2006) e em seguida, plantadas,
numa profundidade de 5 centimetros, em substrato comercial a base de vermiculita
mais casca de Pinus sp. (Plantmax®©), previamente inoculado com os isolados de
Trichoderma spp. na proporcao de 5g de arroz colonizado / kg de substrato. Nos
tratamentos sem AIB, as estacas foram mergulhadas por 10 min em agua destilada
e, entdo, plantadas em substrato, previamente inoculado com Trichoderma, na
mesma propor¢cdo a cima. Foi incluido um tratamento controle, com estacas
mergulhadas em agua destilada e plantadas em substrato sem Trichoderma. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 6 X 2,
totalizando 12 tratamentos, sendo cinco isolados de Trichoderma + controle (fator a),
com (1000 ppm) e sem AIB (fator b), com quatro repeticdes. A parcela experimental
foi constituida de um vaso com quatro plantas. Aos 90 dias as estacas foram
coletadas, determinando-se a porcentagem de enraizamento, fazendo-se a
contagem de plantas vivas; o incremento de matéria fresca foi realizado fazendo-as
a pesagem em balanca; e o incremento de matéria seca, pegando-se as plantas
apos pesagem de matéria fresca, acondicionando-as em sacos de papel e levando-
as para secagem em estufa por 72 horas a 50°C.

Também foram feitas analises de correlacéo linear entre todas as variaveis
avaliadas, baseando-se na significancia de seus coeficientes. A classificacdo de
intensidade da correlacdo para p < 0,01, considerou muito forte (r = 0,91 a + 1,00),
forte (r + 0,71 a + 0,90), média (r + 0,51 a + 0,70) e fraca (r £ 0,31 a + 0,50), de

acordo com Gongcalves e Gongalves (1985), citado por Guerra e Livera (1999).
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Os calculos referentes as analises estatisticas foram executados, utilizando
o software “SANEST”, de autoria de Zonta e Machado (1995). Os dados foram
submetidos a analise da variancia e as médias dos fatores comparadas pelo teste de

Duncan a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos evidenciaram efeito diferenciado de isolados do fungo
Trichodema sobre enraizamento e incremento de matéria fresca e seca nas estacas
de maracujazeiro (Figuras 1, 2 e 3, Tabelas 1).

De acordo com a Figura 1, os maiores rendimentos de matéria fresca foram
verificados com os isolados CEN 523 e CEN 524. Este ultimo, no entanto, ndo diferiu
significativamente dos isolados CEN 201 e CEN 280, que por sua vez, nao diferiram
do CEN 251 e do controle. Com relagcdo ao acumulo de matéria seca, 0s maiores
valores médios foram verificados com os isolados CEN 280 e CEN 523, que néo
diferiram do CEN 524. Tais isolados diferiram do controle (Figura 2).

Ao serem comparados os tratamentos com e sem AIB em matéria fresca
(Tabela 1), efeito positivo com a adicédo do fitohorménio foi verificado apenas com o
isolado CEN 251. Este dado obtido corrobora com resultados relatados por Pires
(2007) ao demonstrar que estacas tratadas com AIB apresentaram maior indice de
massa fresca de parte aérea. No entanto, para os demais isolados aqui estudados e
para o controle (sem o fungo) os valores médios de peso de matéria fresca obtidos
com adicdo do fitohormonio, foram inferiores aos obtidos sem hormonio, embora
este efeito tenha sido significativo apenas com o isolado CEN 280.

Trés dos cinco isolados testados apresentaram efeitos positivos
significativos, em relacdo ao controle, com relacdo ao acumulo de matéria seca:
CEN 280, CEN 523 e CEN 524. (Figura 2). Neste caso, o efeito do AIB nao se
mostrou significativo e, por isso, sdo apresentadas as meédias gerais, na Tabela 2.
Estudos realizados por Santos et al. (dados nédo publicados) demonstraram, além

desses trés isolados, CEN 201 também se destacou como promotor de crescimento
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em ensaios conduzidos em casa de vegetacdo com as culturas de soja, feijdo e

milho.
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Figura 1 — Efeito do Trichoderma no peso da matéria fresca (g) em plantas oriundas

de estacas de maracujazeiro, independente do uso de AIB. (CV 42,9)

Tabela 1 — Valores médios de matéria fresca (g) obtida em mudas de maracujazeiro
produzidas por estacas submetidas a tratamento com diferentes isolados de

Trichoderma, com e sem hormdnio (AIB).

Horménio CEN 280 CEN 523 CEN524 CEN 201 CEN251 CONTROLE

0 AIB 3507aA 32,55aA 30,90 ab A 18,10bcB  1547cB 10cA

1000 ppm 21,65abB 21,92ab A 2297 aA 6,95Cc A 30,87 aA 8,42 bc A
AIB

* Médias seguidas de mesma letra, mailusculas na vertical e minasculas na horizontal, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 0,01. (CV 2,9)
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FIGURA 2 — Valores médios de matéria seca (g) de maracuja obtidos pelo

tratamento das estacas com isolados de Trichoderma, independente do uso de AlB.
(CV 45,5)

Com relagdo ao enraizamento das estacas, ndo foi detectado efeito
significativo do uso de Trichoderma, quando se desconsiderou o uso de AIB, nas
analises (Tabela 2).

Na presenca de AIB os isolados CEN 524 e CEN 201 apresentaram 0s
maiores valores médios de porcentagem de estacas enraizadas. Porém, esses
valores ndo diferiram significativamente dos obtidos com os isolados CEN 251 e
CEN 523. Este, por sua vez, nao diferiu do CEN 280 e do controle (sem o fungo). O
CEN 524 foi o unico, para o qual, o efeito da adicdo de horménio se distinguiu
significativamente (Tabela 3).

Esses dados estdo de acordo com relatos de Fachinello et al. (1995), cujos
resultados indicaram a eficiéncia, tanto de AIB quanto de ANA, em promover

enraizamento de estacas de maracujazeiro. De acordo com esses autores, 0s dois
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horménios citados como eficientes superaram o efeito de outro horménio (AIA)
também avaliado.

Harman (2000) desenvolveu varios experimentos com a cepa T-22 de T.
harzianum, cujos resultados relatados indicam que essa cepa é altamente eficiente
como promotora de crescimento de raizes em plantas de soja e milho, tendo
também proporcionado incremento na producdo de frutos de pimentao,
comparativamente as testemunhas nédo tratadas. Essa cepa vem sendo utilizada
comercialmente, em varios paises, como principio ativo de inoculantes de efeito
biofungicida e promotor de desenvolvimento de plantas. De acordo com Altmore et
al. (1999) a promocdo de desenvolvimento, pelo menos no caso da cepa T-22,
reside na sua capacidade para solubilizar nutrientes importantes para a planta.
Trabalhos nesta linha de pesquisa ja haviam sido conduzidos por Chet (1992), que
relatou um aumento na producdo de massa seca de pepineiro, tratados com T.
harzianum, tanto em solo autoclavado (26%) quanto em solo ndo autoclavado

(43%).

Tabela 2 — Efeito do Trichoderma no enraizamento de estacas de maracuja

independente do uso de AIB.

Tratamentos CEN 201 CEN251 CEN280 CENb523 CENDb524 Controle

Peso (g) 67,79 a 66,66 a 66,66 a 65,62 a 62,5 a 57,26 a

* Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 0,05%, pelo teste de
Tukey.
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Tabela 3 — Efeito de isolados de Trichoderma como indutor de enraizamento de

estacas de maracuja com e sem AlB.

CEN 524 CEN 201 CEN 251 CEN 523 CEN 280 CONTROLE

COM 88,33 a A 79,16 a A 77,08ab A 58,33abc A 52,08bcA 50CcA

SEM 50aB 60,41a A 56,25 a A 7291 aA 7291aA 64,58 a A

* Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na vertical e mindscula na horizontal, ndo
diferem entre si ao nivel de 0,05%, pelo teste de Tukey.

A utilizacdo de reguladores de crescimento é indicada com o objetivo de
acelerar a formacao de raizes, aumentar o percentual de enraizamento das estacas,
promover a melhoria da qualidade das raizes e aumentar a uniformidade no viveiro
(Albuquerque & Albuquerque, 1981). O teor adequado de auxina exdgena para
estimulo do enraizamento depende da espécie e da concentracdo de auxina
existente no tecido. Pires (2007) obteve bons resultados no enraizamento de
maracujazeiro utilizando AIB. Trabalhos realizados por Chaves et al. (2004)
demonstram um enraizamento de 100% em estacas de maracujazeiro tratadas com
AlA. Resultado semelhante conseguiu Junqueira et al. (2006) ao utilizar esse
horménio em estacas de espécies de Passiflora nativas do cerrado. No presente
trabalho foi demonstrado que o efeito do AIB foi potencializado, quando associado
ao uso de Trichoderma, pelo menos com alguns dos isolados estudados, com
respeito ao enraizamento de estacas. A adicdo somente do Trichoderma nao
mostrou efeito positivo. Segundo Baker (1988) aumento do crescimento induzido por
espécies de Trichoderma, resulta, aparentemente, no controle de patdgenos

secundarios, aliado a producéao de fatores estimulantes de crescimento.
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CONCLUSAO

O uso simultaneo de Trichoderma spp. e AIB ndo se fez necessério, com a
maioria dos isolados.

De um modo geral o uso de Trichoderma spp. proporcionou resultados
positivos no incremento de matéria fresca e seca de plantas de maracuja oriundas
de estacas.

Os isolados CEN 523 e CEN 524 se destacaram no incremento de matéria
fresca e seca

O uso de Trichoderma spp. associado ou ndo a AIB nao apresentou

diferencas em relacdo ao uso somente de AIB no enraizamento de estacas.
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Capitulo 2

Trichoderma como promotor de desenvolvimento de plantas de feijoeiro, soja

e milho.
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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o potencial de isolados
de Trichoderma, como promotores de desenvolvimento de raizes e de partes
aéreas, nas culturas de feijao, soja e milho. Com o feijoeiro, os ensaios foram
conduzidos em casa de vegetacdo e campo. As sementes para plantio foram
tratadas com suspensdes contendo 10’ conidios de Trichoderma/mL. As variaveis
analisadas foram: matéria seca da parte aérea e de raizes. Para a cultura do
feijoeiro, determinou-se, também, o nimero de vagens produzidas. Os ensaios em
casa de vegetacdo foram conduzidos em blocos ao acaso com quatro repeticoes.
Em casa de vegetacdo, a unidade experimental foi constituida por um vaso de 5 kg
de capacidade, semeadas com quatro sementes. Para o ensaio realizado no campo

com feijdo o delineamento foi em quatro blocos casualizados contendo 11
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tratamentos com isolados de Trichoderma sp. e cada tratamento com 24 plantas.
Nos ensaios com soja 0 melhor resultado foi obtido pelo isolado CEN 201 tanto para
raiz como para parte aérea. Para milho os isolados CEN 262 e CEN 280
apresentaram resultados positivos para parte aérea e CEN 129, CEN 151, CEN 201,
CEN 240, CEN 262, CEN 280 para raiz, na cultura de feijdo os melhores resultados
foram obtido pelos isolados CEN 280 e CEN 151 para parte aérea e CEN 280 para
raiz. Em campo os isolados CEN 201, CEN 151 CEN 523 e CEN 262 se destacaram
para parte aérea, e CEN 129, CEN 151, CEN 201, CEN 240, CEN 262, CEN 280
para raiz. Na contagem do numero de vagens de feijdo plantado em campo os
isolados CEN 151, CEN 201, CEN 209 e CEN 262 se destacaram em relacdo aos
demais. Concluiu-se que os isolados selecionados sdo microorganismos potenciais

para uso como promotores de desenvolvimento de plantas.

Palavras chave: promotor, desenvolvimento, culturas
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Abstract

This work was carried out to examine isolates from Trichoderma to promote
development of the aboveground dry plant matter and root growth in soybean, bean
and corn cultivation. This was carried out in greenhouses and bean fields, using
microbiolised seed, at concentrations of 10 ’ conidia of Trichoderma/ml in solution.
The analyzed variables were: weight of aboveground dry plant matter and dry root
matter; for beans, the number of pods produced was also recorded. The
experimental unit in the greenhouse was composed of one pot of five kilograms with
four seeds, which were randomly distributed in four repetitions. In the bean-field crop,
eleven treatments with fourteen plants in each one were randomly distributed in four
blocs. For the assays with soybean, the best result was obtained from the isolate
CEN 201 for the root and aboveground dry plant matter. In corn analyses, the
isolates from CEN 262 and CEN 280 presented positive results for the aboveground
dry plant matter, and the isolates from CEN 129, CEN 151, CEN 201, CEN 240, CEN
262 and CEN 280 for the root. For the cultivation of bean the best result was
obtained with isolates from CEN 201 and CEN 151 for aboveground dry plant matter
and with isolate from 280 for the root. In the field, the isolates from CEN 201, CEN
151 CEN 523 and CEN 262 stood out for the aboveground dry plant matter, and CEN
129, CEN 151, CEN201, CEN 240, CEN 262, CEN 280 for the root. When pods
planted in the field were planted, the isolates from CEN 151, CEN 201, CEN 209 and
CEN 262 stood out. This work concluded that the selected isolates are excellent

candidates for use in promoting plant growth.

Keywords: promoter, development, cultures.
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Introducao

A microbiolizacdo de semente é uma técnica de aplicacdo de
microrganismos Vivos as sementes para o controle de doencas e/ou para promover
o crescimento de plantas (Melo, 1996). Esta promocéo se refere ao desenvolvimento
das plantas de forma geral, incluindo os efeitos benéficos na germinacdo de
sementes, emergéncia e desenvolvimento das plantulas e producdo de gréos e
frutos (Harman, 2000).

Microrganismos promotores de crescimento de plantas sdo capazes de
colonizar a zona radicular e atuar como agentes de controle biolégico de
fitopatdgenos. Segundo Luz (1996) a promocdo de crescimento € realizada por
mecanismos diretos de promocao de crescimento ou por mecanismos indiretos,
como a eliminacdo de microrganismos deletérios do risoplano.

O tratamento biolégico, pela inoculacdo das sementes, tem sido utilizado
com sucesso. Soave e Moraes (1987) afirmam que essa técnica resulta em
vantagem econdmica por apresentar eficiéncia nas fases iniciais de desenvolvimento
da planta, sem os efeitos danosos ao meio ambiente verificado com o uso de certos
agroquimicos.

Fungos do género Trichoderma estdo entre 0S microrganismos mais
comumente estudados como agentes de biocontrole e apresentam, também,
atividade como promotores de crescimento em plantas. Harman & Bjoériman (1998)
revelaram que esses fungos séo capazes de colonizar todas as partes do sistema
radicular nas mais diversas espécies de plantas tais como as ornamentais, feijao

(Phaseolus vulgaris L) e milho (Zea maydis L), entre outras. Baker (1988) relatou o
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efeito direto de diferentes espécies de Trichoderma, como estimuladores de
crescimento e no florescimento de hortalicas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar isolados de Trichoderma como
promotores de desenvolvimento de parte aérea e raiz de plantas de soja, milho e

feijdo, em casa de vegetacdo e em campo.
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METODOLOGIA

1. Ensaio em casa de vegetacao

Os ensaios foram conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen). A temperatura na casa de vegetacao variou entre 23 e
25°C e a umidade relativa foi mantida em torno de 70%.

Os isolados de Trichoderma spp. testados como promotores de
desenvolvimento de plantas, das culturas: de milho, feijdo e soja foram:
CEN151,CEN 129,CEN 223, CEN 240 e CEN 251(T. harzianum), CEN 162 e CEN
202 (T. asparellum), (CEN 209) (T. pseudokoningii), CEN280 (T. longibrachiatum), (
CEN 523 (T. harzianum) e CEN 524 (T. harzianum), todos pertencentes a Colecdo
de Fungos para Controle Bioldgico de Fitopatdgenos e Plantas Daninhas do
Cenargen.

Para o cultivo do fungo, trés discos de micélio (9 mm de diametro) retirados
da zona de maior crescimento de culturas com sete dias de idade, foram transferidos
para sacos plasticos autoclavaveis (42 cm de comprimento e 28 cm de largura),
contendo o substrato solido. Este consistiu de 200 g de arroz parboilizado,
previamente umedecido com 120 mL de agua destilada e autoclavado a 120 °C
durante 25 minutos. O cultivo ocorreu em sala de incubacgéo, onde a temperatura se
manteve a 25 °C e o fotoperiodo de 12 horas. Apés 10 dias de incubacgéo, os
esporos de cada isolado de Trichoderma foram extraidos do substrato com agua

mais Tween a 0,02 % (v/v) e a concentracdo de conidios na suspensao foi
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padronizada & 10”conidios/mL, com base em leitura sob lente de 40x, com auxilio de
camara de Neubauer.

As sementes de feijdo, soja e milho foram lavadas nas suspensdes fungicas
em sacos plasticos contendo furos e deixadas a secar ao ar, antes de serem
semeadas em vasos de 4 Litros, contendo solo autoclavado. Foram semeadas
quatro sementes por vaso. O solo utilizado consistiu-se de uma mistura autoclavada
de esterco, areia e terra, na proporcao de 1:1:3, adicionada de cal (1,25g/L) e adubo
quimico (4-14-8).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 12
tratamentos (isolados de Trichoderma mais o controle) e quatro repetigdes.
Constituiu-se a unidade experimental, um vaso.

Para as trés culturas, a coleta dos dados ocorreu aos 60 dias para plantio
em casa de vegetacao e 90 dias para campo, apds o plantio. As avaliacbes foram
feitas com base no peso da matéria seca de partes aéreas e de raizes separadas,
lavadas, entdo acomodadas em sacos de papel em postas para secar estufa por
72hs a 50°C.

2. Ensaio em campo

Ensaios de campo foram conduzidos com a cultura do feijoeiro, na fazenda
Agua Limpa pertencente & Universidade de Brasilia, no periodo de 3 de outubro de
2007 a 3 dezembro de 2008, quando a temperatura variou em torno de 25C°,
umidade relativa do ar de 11% e precipitacdes pluviométricas em meédia de 25mm.

Antes do plantio, as sementes foram tratadas como descrito para o
experimento de casa de vegetacéao, e foi utilizada a mesma concentracéo de indculo
(107 conidios/mL). Distribuiram-se 12 sementes tratadas por metro linear, em sulcos

abertos no solo, obedecendo-se 0 espacamento de 0,50cm. Apos 30 dias foi feito a
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adubacao de cobertura contendo com 10 g de cloreto de potassio, 27g de sulfato de
amonia e 30g de super simples (17% P,0s).

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com quatro
repeticbes. A parcela util foi constituida de duas fileiras (por repeticdo), mantidas
uma fileira de bordadura.

A coleta dos dados ocorreu apos 60 dias, por amostragen de 10 plantas, em
cada repeticdo. Foram avaliados: peso da matéria seca da parte aérea e de raizes,
apos secagem em estufa a 50 °C, por 72h. Determinou-se, também, o nimero de
vagens, por planta amostrada, considerando-se as vagens que tinham mais de cinco
centimetros.

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as meédias,

comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de variancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseando-se na classificacdo de intensidade da correlacdo de Goncalves e
Goncalves (1985), citado por Guerra e Livera (1999) constata-se que houve
correlacéo linear positiva forte entre a massa seca da parte aérea e a massa seca
da raiz do feijao, soja e milho, indicando que o crescimento da raiz dessas plantas

foi proporcional ao crescimento da parte aérea.

1. Soja em casa de vegetacéao

De acordo com a Figura 1, referentes aos dados obtidos em casa de
vegetacdo com a cultura da soja, O isolado CEN 201 proporcionou a maior
quantidade de massa seca da parte aérea e diferiu significativamente de todos os
demais. O isolado CEN 262 ficou em segundo lugar, mas né&o diferiu
estatisticamente dos isolados CEN 523, CEN 240, CEN 223 e CEN 209.

Com relagcdo a massa seca de raizes, novamente, o isolado CEN 201
apresentou o valor médio mais elevado que, entretanto, ndo diferiu do isolado CEN

262. Os demais isolados néo diferiram do controle (Figura 2).
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Figura 1 — Efeito de isolados de Trichoderma spp. sobre a massa seca (g) da parte

aérea de plantas de soja sob casa de vegetacao. (CV 11,3)
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Figura 2 — Efeito de isolados de Trichoderma spp. na producédo de massa seca (Q)

de raizes de soja sob casa de vegetacdo.(CV 11,3)

Esses dados corroboram resultados obtidos por Menezes (1992), com
incremento de peso em plantas de pimentdo, para o qual o tratamento de semente

com Trichoderma apresentou efeito positivo no desenvolvimento das plantas. Lynck
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(1992) e Yedidia et al. (2001), trabalhando com alface e pimentdo respectivamente,

também observaram esse efeito com a da aplicacdo de Trichoderma.

2. Milho em casa de vegetacao
Os resultados da massa seca de parte aérea das plantas de milho, oriundos
de sementes tratadas com Trichoderma, nos ensaios conduzidos em casa de
vegetacdo, sdo apresentados na (Figura 3). Destacaram- os isolados CEN 262 e
CEN 280, que entretanto ndo diferiram dos isolados CEN 240 e CEN 151. Estes, por
sua vez, nao diferiram dos isolados CEN 201, CEN 209 e CEN 129. O isolado CEN
223, ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle.
A Figura 4 apresenta os dados de matéria seca das raizes obtidos,
onde, o maior acumulo de matéria seca nas plantas tratadas ocorreu com isolado

CEN 280. Os isolados CEN 162 e CEN 223 foram o0s Unicos que nado diferiram

DC cd
I I ¥
AL N LG £

significativamente do controle, sem Trichoderma.

a a
ab
1 I | | |
0 - T T I T I T I T I
v o® O Y Q¥ P

N
(63}

N
o
I

'_\
a1
I

[EnY
o
I

peso da matéria seca (g)
(6)]

e
>

<

v v V > v v » “ N v N
NANFNSNFN AN SN SN PN SN SN SN
tratamentos

Figura 3 — Efeito de isolados de Trichoderma sp. na producao de massa seca (g) da

parte aérea de milho sob casa de vegetacao (CV 11,3).
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Figura 4 — Efeito de Trichoderma sp. na producdo de massa seca (g) de raizes de

milho sob casa de vegetacao (CV 11,3).

Tais resultados corroboram resultados obtidos por Harman et al. (1989), ao
constatarem, aumento significativo no crescimento das plantas de milho oriundas de
sementes inoculadas com Trichoderma. Resende et al. (2004), verificaram maior
acumulo de matéria seca nas raizes de milho provenientes de sementes
microbiolizadas. Sivan & Harman (1991) também trabalhando com milho tratado com

Trichoderma demonstraram um aumento no crescimento de raizes em 31,4%.

3. Feijao em casa de vegetacao
Os testes realizados com sementes de feijdo tratadas com Trichoderma em
casa de vegetacdo mostram que os melhores resultados no aumento de massa seca

de parte aérea foram obtidos pelos isolados CEN 280 e CEN 151. Entretanto, este

61



altimo néo diferiu dos isolados CEN 201 e CEN 523 que, por sua vez, ndo diferiram

do controle (Figura 5).

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos de matéria seca das raizes do

feijoeiro. O melhor resultado obtido, em termos de incremento de matéria seca foi

com o CEN 280 seguido pelos isolados CEN 151, CEN 201, e CEN 523 que,

entretanto, ndo diferiram significativamente dos isolados CEN 129, CEN 162, CEN

209, CEN 223, CEN 240, os quais nao diferiram do isolado CEN 262 e do controle.
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Figura 5 — Efeito de Trichoderma sp. no desenvolvimento da massa seca (g) da

parte aérea de feijdo em casa de vegetacao (CV 11,3).
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Figura 6 — Efeito de Trichoderma sp. na massa seca (g) de raizes de feijoeiro sob
casa de vegetacédo (CV 11,3).

Similarmente, Chang et al. (1986), utilizando tratamento de solo com
suspensao de conidios de T. harzianum, observaram promoc¢do de crescimento,
traduzida em incremento de massa seca, comparada a testemunha, no feijdo, de
10,3%, no rabanete, de 8,3%, no tomateiro, de 36,8%, na pimenteira, de 41,7% e no
pepineiro de 93,3%. Assim como ,Paulitz (1990), que também observou efeito
benéfico do Trichoderma harzianum, no aumento incremento de massa seca em

plantulas de pepino.

4. Experimento de campo com a cultura do feijoeiro
A andlise dos dados relativos ao experimento de campo, sobre o tratamento
das sementes de feijoeiro com isolados de Trichoderma, evidenciaram efeito
significativo com respeito a producéo de massa seca de parte aérea e de raizes.
Quanto ao experimento de campo realizado na fazenda Agua Limpa (UNB),

com plantas de feijdo obtidas a partir de sementes microbiolizadas com
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Trichoderma, os dados relativos a matéria seca de parte aérea e raizes, encontram-
se nas Figuras 7 e 8.

Os isolados CEN 201, CEN 151 CEN 523 e CEN 262 proporcionaram
significativos aumento de massa seca de parte aérea. Apesar de ndo diferirem dos
demais, que por sua vez nao diferiram estatisticamente do controle.

No teste de avaliacdo de peso seco de raizes de feijdo, Os isolados CEN
129, CEN 151, CEN 201, CEN 240, CEN 262, CEN 280 apresentaram melhores
resultados no incremento de matéria seca de raiz, apesar de nao diferirem
estatisticamente dos isolados CEN162, CEN 209, CEN 223e CEN 523, que nao

diferiram do controle (figura 8).
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Figura 7 — Efeito de Trichoderma sp. na massa seca (g) da parte aérea do feijoeiro
em campo. Brasilia (DF), 2008. (CV 18,7).
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Figura 8 — Efeito de isolados de Trichoderma sp. na massa seca (g) de raizes de
feijoeiro em campo. Brasilia (DF), 2008. (CV 18,7).

Kleifeld & Chet (1992) observaram aumento na producédo de massa seca de
pepineiros tratados com isolados de Trichoderma harzianum, tanto em solo
autoclavado (26%) quanto em solo ndo autoclavado (43%). Resultados positivos
também demonstrou Meneses (1992) em trabalhos realizados com feijdao e soja
microbiolizadas com Trichoderma. Entretanto, Jungues et al. (2007) trabalhando
com formulado liquido de Trichoderma sp. obteve resultado negativo na germinacao
de sementes de arroz.

Com respeito ao numero de vagens por planta de feijdo, os dados do ensaio
de campo mostraram, também, efeito significativo dos tratamentos,

Os isolados, CEN 151, CEN 201, CEN 209 e CEN 262 apresentaram
maiores valores médios do niamero de vagens por planta, apesar de néo diferirem
estatisticamente dos isolados CEN 129, CEN 162, CEN 223, CEN 240, CEN 280 e

CEN 523 que néao diferiram estatisticamente do controle. (Figura 9).
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Os isolados CEN 201 e CEN 262 se mostraram promissores no incremento
de matéria seca nas culturas de soja e milho, pois foram o0s que mais se
destacaram, apesar de, os outros isolados também apresentarem resultados
positivos e alguns ndo apresentarem diferencas estatisticas em relacdo ao controle.
O isolado CEN 208 apresentou melhor resultado para cultura de feijdo, tanto em
casa de vegetacdo como para campo. De um modo geral os isolados testados com
feijdo quando submetidos a condi¢cbes de campo apresentaram melhores resultados
em relacdo aos seus efeitos em casa de vegetacéo.

Segundo Harman (2000) o tratamento de sementes com alguns
microrganismos tem sido utilizado, pois, além de proteger as plantas contra
fitopatdgenos, pode promover o seu crescimento. Esse mecanismo se refere ao
desenvolvimento das plantas de forma geral, incluindo os efeitos benéficos na
germinacao de sementes, emergéncia e desenvolvimento das plantulas e producéo

de graos e frutos.

A habilidade dos fungos do género Trichoderma na promocédo de
desenvolvimento de plantas pode estar relacionada a sua capacidade de associacao
simbibntica as raizes das plantas, juntamente com sua ac¢do decompositora,
disponibilizando nutrientes prontamente absorviveis para as plantas, e, ainda,
habilidade como agente de controle bioldgico, inibindo a acdo de fitopatdgenos, que

podem interferir de forma direta no desenvolvimento normal da planta.
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Figura 9 — Efeito de isolados de Trichoderma sp. no nimero de vagens de plantas

de feijdo oriundas de sementes inoculadas.
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CONCLUSOES

De um modo geral as plantas inoculadas com isolados de Trichoderma
apresentaram incremento em sua matéria seca.

Os isolados CEN 201, CEN 262 e CEN 280 se destacaram no incremento
de matéria seca de parte aérea e raiz, apresentando resultados positivos nas 3
culturas avaliadas em casa de vegetacao e em campo para o feijoeiro.

Os isolados de Trichoderma testados mostraram-se promissores no uso

como promotores de desenvolvimento em plantas.
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Capitulo 3

Inibicdo de esporulacdo de Fusarium oxysporum por Trichoderma spp.

Hugo A. Santos? Sueli C. M. Mello®; José R. Peixoto®.
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Brasilia (DF), E-mail: hugoosan@cenargen.embrapa.br .

2 Universidade de Brasilia, Asa Norte, Brasilia-DF.

Resumo

A podriddo do colo do maracujazeiro tem como agente causador o
fungo do género Fusarium, sendo responséavel pela reducédo da produtividade
em diversas culturas. O controle desta doenca € preventivo, ja que nao existe
ainda um tratamento eficaz, uma vez estabelecida. Espécies do género
Trichoderma sdo micoparasitas que agem inibindo o desenvolvimento de
fungos fitopatogénicos seja por parasitismo, competicio ou producdo de
metabdlitos. Este trabalho objetivou avaliar o potencial antagbnico de isolados
de Trichoderma sp. (CEN 262, CEN 151, CEN 162, CEN 209, CEN 223, CEN
201, CEN 129, CEN 240, CEN 280 e CEN 523), pertencentes a Colegédo de
Fungos para Controle Biolégico de Fitopatbgenos e Plantas Daninhas da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, por meio de cultivo pareado e
producdo de metabdlitos termoestaveis (MT), ndo termoestaveis (MNT) e
volateis (MV) na inibicdo da esporulacédo de F. oxysporum. Nos ensaios MT e
MNT os isolados foram cultivados em meio liquido (batata-dextrose) sob

agitacdo a 150 rpm a 25°C, no escuro. Apos 10 dias, a parte liquida foi filtrada.
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Para o experimento MT, o filtrado foi adicionado ao meio BDA na proporc¢ao de
25% (v/v), antes da autoclavagem. Para o MNT, o filtrado foi esterilizado em
membrana milipore 0,45um e adicionado ao meio BDA na propor¢cao de 25%
(v/v). Em ambos os casos, o meio foi distribuido em placa de Petri e inoculado
com disco (5mm de diametro) do patdogeno. No ensaio MV discos de micélio (5
mm) do patégeno e do antagonista foram inoculados em meio BDA e
incubados por 12 horas, sendo entdo depositadas, as de F. oxysporum sobre
as de Trichoderma spp. Avaliou-se a producdo de esporos do F. oxysporum.
apos nove dias. O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente ao
acaso com quatro repeticdes. Todos os isolados inibiram o crescimento de F.
oxysporum em cultivo pareado. Todos os testes feitos com metabdlitos
influenciaram negativamente na esporulacdo de Fusarium sp. Nos testes com
MNT os isolados CEN 151 e CEN 162 foram os que mais se destacaram. Nos
testes com MT, o isolado CEN 201 e CEN 162 foram 0s que apresentaram
melhor resultado. No ensaio MV o isolado que mais se destacou foi o CEN 129.
Concluiu-se que os isolados selecionados sdo microooganismos potenciais
para o controle da Fusariose.

Palavras- chave:, Trichoderma, Fusarium, cultivo pareado
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Abstract

The causal agent of collar rot of passion fruit is Fusarium spp fungus,
responsible for reducing productivity in many crops. Control of this plant disease
involves prevention, since there is no efficient treatment yet. The species of the
Trichoderma genera are micoparasites which act to inhibit the development of
several fungal pathogens in different crops by parasitism, competition or
production of metabolites. This research aimed to evaluate the antagonistic
potential of isolates from Trichoderma sp. (CEN 262, CEN 151, CEN 162, CEN
209, CEN 223, CEN 201, CEN 129, CEN 240, CEN 280 and CEN 523),
belonging to the collection “Fungi for Biocontrol and Weeds” from Genetic
Resources and Biotechnology — Embrapa — — working to produce thermo-stable
(MT), non-thermo-stable (MNT) and volatile (MV) metabolites for the inhibition
of sporulation of Fusarium Oxysporum sp.fungus. In the MT and MNT assays,
the isolate was cultivated in liquid environment (potato-dextrose) under agitation
of 150 rpm at 25°C, in the dark. After 10 days, the liquid part was filtered. For
the MT experiment, the liquid part was filtered and added to the PDA medium in
the proportion of 25% (v/v), before autoclaving. For the MNT assay, the filtered
liquid was sterilized in 0.45um Millipore membrane and added to the PDA
medium in the proportion of 25% (v/v). In both cases, the medium was
distributed in Petri dishes and inoculated with a disc (5 mm of diameter) of
pathogen. In the MV assay, mycelial discs (5mm) of the pathogen and of the
antagonist were inoculated in the PDA medium and incubated for 12 hours; the
F. oxysporum was then added to the Trichoderma spp. After nine days the

growth and production of the spores of F. oxysporum was observed. The assay
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was in a random design, with four replications. All isolates inhibited the growth
of F. oxisporum in paired culture. All tests with metabolites negatively influenced
the sporulation of F. oxysporum. In the MNT tests, the isolates CEN 151 and
CEN 162 stood out. In the MT tests, the isolates CEN 201 and CEN 162
showed best results. In the MVassay, the isolate from CEN 129 stood out. This
research concludes that the selected isolates have high potential for the control

of Fusarium pathogen.

Key Words: Trichoderma, Fusarium, paired culture
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INTRODUCAO

O Fusarium € um dos géneros de fungos mais importantes que existem,
com varias espécies capazes de causar doencas em plantas, sendo comuns as
podriddes de raizes, caules e frutos, além das murchas vasculares (Nelson et
al.,1983).

A murcha de fusarium do maracujazeiro € um dos principais fatores
limitantes da cultura de maracuja (Pio-Ribeiro & Mariano, 1997). Essa doenca ocorre
em todas as regides produtoras de maracuja, tendo como principal caracteristica, o
dificil controle devido a colonizagéo vascular da planta pelo fungo (Lima et al., 1999).
Normalmente, as plantas infectadas exibem escurecimento dos vasos condutores na
regido da raiz, colo e caule onde o patdgeno coloniza os vasos do xilema, matando a
planta através da obstrucdo dos vasos (Ruggieiro, 1996; Pio-Ribeiro & Mariano,
1997).

O manejo de doencas causadas por patégenos de solo € um continuo
desafio para os produtores e pesquisadores. Diversos microrganismos vém sendo
testados no controle biolégico de varias doencas de plantas. Entre os agentes de
controle biolégico usados contra patdgenos do solo tem-se destacado Trichoderma
uma vez gque esse fungo inibe varios patdogenos através de competicao, parasitismo
direto e producdo de metabolitos secundarios, como enzimas liticas e antibioticos
(Baker & Kook, 1974; Melo, 1998).

Trichoderma spp. € um fungo natural do solo, especialmente em solos
organicos, podendo viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos. Pertence a

ordem Moniliales, familia Moniliaceae, produz conidios em abundancia a partir de
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células conidiogénicas determinadas como fialidicas, estas células originadas de
estruturas denominadas conidiéforos que s&do formadas diretamente das hifas
vegetativas. Em seu estado teleomorfo, quando conhecido, pertence a classe
Hypocreales (Melo & Azevedo, 1991; Samuels, 2006).

Metabolitos antifingicos, muitas vezes, sao produzidos por microrganismos
que sobrevivem no solo, principalmente fungos, bactérias e actinomicetos, e
exercem um grande papel no antagonismo entre microrganismos. Dentre os fungos
gue possuem informacdo genética para a producdo de substancias inibidoras,
antibidticas ou ndo, destaca-se o género Trichoderma. (Melo, 1991).

Neste trabalho, avaliou o potencial antagonico de isolados de Trichoderma
sp. [Trichoderma harzianum (CEN151), Trichoderma harzianum (CEN 129), -
Trichoderma,saparellum (CEN 162), Trichoderma pseudokoningii (CEN 209) --
Trichoderma harzianum (CEN 223) - Trichoderma harzianum (CEN 240) -
Trichoderma longibrachiatum (CEN 280), Trichoderma sp. (CEN 523)- Trichoderma
asperellum (CEN 201) - Trichoderma harzianum (CEN 251), - Trichoderma sp. (CEN
524) - Trichoderma harzianum (CEN 262), pertencentes a Colecdo de Fungos para
Controle Biologico de Fitopatdgenos e Plantas Daninhas Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, com atencdo a producdo de metabdlitos termoestaveis
(MT), ndo termoestaveis (MNT) e volateis (MV) e seus efeitos na inibicdo da

esporulagcéo de Fusarium oxysporum.
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MATERIAL E METODOS

Para estudar o efeito antagbnico dos isolados de Trichoderma spp. sobre
crescimento micelial de Fusarium oxysporum (CEN 545), utilizou-se a técnica de
cultivo pareado em placa de petri contendo BDA (Dennis & Webster, 1971). Para
isso, disco de 5 mm de diametro, contendo meio e micelio de F. oxysporum, foi
repicado a 1 cm de uma das bordas da placa de Petri contendo BDA, quatro dias
apos, disco de 5 mm de diametro, contendo meio e colénia do isolado de
Trichoderma, foi colocado no lado oposto onde fora repicado os discos de F.
oxysporum. As culturas foram acondicionadas em camara de crescimento do tipo
B.O.D., a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias, foram
estabelecidas quatro repeticoes.

Para as avaliacdes, foram atribuidas notas de acordo com estabelecida por
Bell et al. (1982):

Nota 1 — Sobreposicéo de Trichoderma, que colonizou toda a superficie do
meio e reduziu a colénia do patégeno.

Nota 2 — Sobreposicao de Trichoderma, que colonizou pelo menos 2/3 da
superficie do meio.

Nota 3 — Trichoderma e patdégeno colonizaram mais que 1/3 e menos que 2/3
da superficie do meio.

Nota 4 — Patégeno colonizou ao menos 2/3 da superficie do meio e resistiu a
invasado por Trichoderma.

Nota 5 — Sobreposi¢do do patdgeno que colonizou toda a superficie do meio.
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1. Avaliacdo dos metabdlitos produzidos por Trichoderma sobre Fusarium
oxysporum.

Nos ensaios MT e MNT foram utilizadas as técnicas de Ezziyyani (2004),
modificando-se a rotacdo e os dias de incubacdo, sendo assim, os isolados foram
cultivados em meio liquido (batata-dextrose) sob agitacdo a 150 rpm a 25°C, no
escuro. Apos 10 dias, a parte liquida foi filtrada. Para o experimento MT, o filtrado foi
adicionado ao meio BDA na proporcao de 25% (v/v), antes da autoclavagem,
seguindo a técnica utilizada por Kupper (2003). Para o MNT, o filtrado foi esterilizado
em membrana milipore 0,45 pum e adicionado ao meio BDA autoclavado, na
propor¢cdo de 25% (v/v). Em ambos os casos, o meio foi distribuido em placa de
Petri e inoculado com disco (5mm de diametro) do patégeno. No ensaio MV, discos
de cultura (5 mm) do patégeno e do antagonista foram inoculados em meio BDA e
incubados por 12 horas, sendo entdo as placas sobrepostas, as de F. oxysporum.
sobre as de Trichoderma spp. Avaliou-se o numero de esporos produzidos por F.
oxysporum apés nove dias, Colocando-se 10 ml de agua destilada na placa
contendo as amostras e retirando-se uma gota com o0 auxilio de um conta gotas e
aplicando na camara de Neubauer. A quantificacdo do inéculo foi realizada pela
técnica de contagem direta em microscopio 6ptico. O ensaio foi conduzido em
delineamento inteiramente ao acaso com quatro repeticbes e uma placa por
repeticdo, em arranjo simples com 10 isolados de Trichoderma mais controle e

arranjo fatorial 11 x 2, sendo 10 isolados de Trichoderma mais controle e 2

metabdlitos (estavel e termo-estavel),
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados de Trichoderma spp. provocaram forte inibicdo no
crescimento micelial do fitopatdogeno. Os isolados CEN 109, CEN 162, CEN 201,
CEN 251, CEN 262, CEN 280, apresentaram excelente acdo antagdnica, pois foram
capazes de esporular sobre toda superficie do meio e inibiram o crescimento micelial
do fitopatdégeno, obtendo nota 1, de acordo com a escala de classificacdo de Bell et
al. (1982) (tabela 1). J& os isolados CEN 151, CEN 209, CEN 240 e CEN 523,
colonizaram pelo menos 2/3 da superficie do meio, obtendo nota 2 (tabela 1). De
acordo com Mello (1998) a acdo de Trichoderma se da pela associacdo ou nao dos
mecanismos de parasitismo, antibiose ou competicdo. Foi constatado um halo de
coloracdo escura ao longo da linha de contato entre as colénias do antagonista e do
patdgeno, fato também presenciado por Bell et al. (1982) e Ethur (2001), utilizando
isolados de Trichoderma spp. em confronto direto com S. sclerotiorum. Resultados
satisfatorios também foram conseguidos por Corabi-Adell et. al. (2002) no controle
de Pythium aphanidermatum, utilizando isolados de Trichoderma. Etebarian (2000)
et al., utilizou linhagens de T. harzianum e T. virens na inibigdo do crescimento

micelial de Phytophthora erythroseptica.
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Tabela 1 — Classificagdo em conformidade com a escala de
Bell et al. (1982).

Isolado de Trichoderma Nota (Bell et al. 1982)
129- Trichoderma harzianum 1
151- Trichoderma harzianum 2
162- Trichoderma saparellum 1
201- Trichoderma asperellum 1
209- Trichoderma pseudokoningi 2
240- Trichoderma harzianum 2
251- Trichoderma harzianum 1
262- Trichoderma harzianum 1
280- Trichoderma longibrachiatum 1
523- Trichoderma harzianum 2

1. Efeito de metabolitos produzidos por Trichoderma na inibicdo de
esporulacéo de Fusarium oxysporum.

Nos testes de metabdlitos produzido por Trichoderma sobre a esporulagao
de Fusarium oxysporum, observa-se na tabela 2, 3 e 4 anexo 3 que houve interacao

significativa entre os tratamentos MV, MNT e MT.
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O uso de MT apresentou melhores resultados em relacdo aos MNT,
apresentando diferencas significativas entre os tratamentos (tabela 2).

Todos os isolados foram capazes de inibir a esporulacdo do patégeno em
todos os testes demonstrando, assim, que a producdo de metabolitos tanto MT,
MNT e MV foram prejudiciais ao desenvolvimento do F. oxysporum.( figura 1, 2 e 3).
Segundo Melo (1998) muitas espécies de Trichoderma j& estudadas possuem a
capacidade de produzir metabdlitos toxicos, tais como antibiéticos e enzimas liticas
capazes de inibir propagulos de fungos fitopatogénicos. A producdo de metabdlitos
por Trichoderma foi evidenciada em trabalhos de Bell et al. (1982), Reis et al. (1995)
e Aparecido & Figueiredo (1999).

Quando o patogeno foi exposto aos compostos volateis produzidos pelos
isolados de Trichoderma testados sua esporulacao foi inibida por todos os isolados
(Figura 1).

A natureza volatil de certos antibioticos, como as pironas, produzidas por
Trichoderma harzianum confere uma vantagem distinta sobre inibidores ndo volateis,
ja que sua acdo pode atingir microrganismos fisicamente distantes dos sitios de

producao. (Claydon et al., 1987).

Tabela 2 — Esporulacdo de coldnias de Fusarium oxysporum desenvolvidas em meio

contendo filtrados de colbnias contendo metabdlitos produzidos por isolados de

Trichoderma.

Tratamentos Numero médio de contagem de esporos
Termoestaveis 7,02 x 10°/ml a

N&o termoestaveis 12,05 x 10°/ml b

Controle 19,5 x 10°/ml ¢
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Figura 1 — Esporulacéo de culturas de Fusarium oxysporum expostas a metabdlitos
volateis de isolados de Trichoderma. (CV 18.66)

Nos ensaios MNT todos os isolados foram capazes de inibir esporulacdo de
F. oxysporum. Os isolados CEN 162 e CEN 201 foram os que mais se destacaram
na inibicdo da esporulacdo do patégeno, Mello et. al. (2007) descreve alternancias
de inibicdo micelial em metabdlitos ndo volateis de Trichoderma contra Sclerotium

rolfsii.
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Figura 2 — Efeito de metabdlitos ndo termoestaveis produzidos por Trichoderma spp.
na esporulacdo de Fusarium oxysporum (CV 18.8).

Nos ensaios MT todos os isolados apresentaram bons resultados, sendo
que CEN 151 e CEN 162 obtiveram os melhores desempenhos em relacdo aos
demais, esses por sua vez ndo apresentaram sob 0 ponto de vista estatistico,

diferencas significativas entre si.
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Figura 3 — Efeito de metabdlitos termoestaveis produzidos por Trichoderma spp. na
esporulagéo de Fusarium oxysporum. (CV 13.0)
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Comparando-se os testes MNT e MT observa-se que o patégeno quando
submetido aos tratamentos com metabolitos autoclavados (MNT) de qualquer um
dos isolados de Trichoderma, exceto o CEN 151, apresentou menor esporulacéo,
(Tabela 3). Gomes et. al., (2001) obteve diferentes resultados na inibicdo de
Cylindrocladium spathulatum, sendo que os metabdlitos ndo volateis nao inibiram e
até estimularam o crescimento do patdégeno, enquanto os metabdlitos volateis foram
capazes de inibir o crescimento micelial do patdégeno. Ao contrario de Melo e Faull
(2000) que em seus trabalhos observaram que metabdlitos ndo volateis de
Trichoderma koningii foram eficientes no controle do desenvolvimento micelial de
Rhizoctonia solani in vitro.

Os Metabdlitos volateis produzidos pelos isolados testados mostraram
eficiéncia na inibicdo da esporulacédo de F. oxysporum, resultado semelhante com a
utilizacdo de metabdlitos volateis foi conseguido por Ethur et al (2001), no entanto,
utilizando a técnica de papel celofane obtendo inibicAo de crescimento de S.
sclerotiorum.

Metabolitos secundarios pode ser mais importante na inibicdo de outros
organismos do que a competicao por nutrientes (Claydon et al.,1987). Os resultados
in vitro obtidos nesses quatro experimentos demonstraram que todos isolados de
Trichoderma foram capazes de inibir em graus variados o crescimento micelial dos
patogenos. O isolado de Trichoderma CEN 162 demonstrou maior capacidade de
controle de esporulacéo do isolados de F. oxysporum (CEN 545). nos experimentos
de MT e MNT, apresentando também bom desempenho no cultivo pareado.

Fungos do género Trichoderma apresentam grande potencial no controle da
Fusariose. Conhecer os mecanismos de acdo, que devem ser determinados para

cada isolado, € fundamental para implementacdo de programas de controle
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biologico. Neste aspecto, testes de producdo de metabdlitos sdo uteis, pois
permitem inferir sobre esses mecanismos. As avaliagcbes de potencial de uso, no

entanto, devem ser conduzidas em condicdes reais de agricultura.

Tabela 3 — Comparacgédo entre metabdlitos ndo termoestaveis (MNT) e metabdlitos
termoestaveis (MT) de todos os isolados.

Cen129 Cenl151 Cenl162 Cen201 Cen 209 Cen 223 Cen 240 Cen 262 Cen 280 Cen 523

MNT 8.2b 10,79a 2,37 a 26b 345D 8,72b 6,05b 7,7b 3,05a 47b

MT 13,65a 3,02b 6,17 b 12,57a 14,25a 12,92a 11,92a 11,99a 13,67b 12,65a
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CONCLUSOES

Todos os isolados no ensaio de cultivo pareado foram capazes de inibir o
crescimento micelial do patdgeno. O mesmo resultado foi demonstrado quando este
foi exposto a metabdlitos volateis e ndo volateis produzidos pelos mesmos isolados
de Trichoderma.

Os isolados testados foram promissores para teste de controle biolégico in

Vivo para controle de F. oxysporum.
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CONSIDERACOES FINAIS

A validagédo do uso de isolados de Trichoderma na agricultura como agentes
benéficos as plantas deve ser realizada por meio de experimentos de campo. Seus
mecanismos de acdo basicos vém sendo elucidados e as metodologias para
determina-los em cada situacdo encontram se em desenvolvimento. A diversidade
de acdo desse fungo como biofungincida, promotor de crescimento e indutor de
resisténcia podera adquirir grande significado, pela reducdo da quantidade de
agroquimicos durante o ciclo de cultivo e, consequentemente, dos impactos
ambientais.

O controle biologico ndo deve ser tratado com uma tecnologia individualizada.
Ele deve ser associado a outras tecnologias disponiveis, como a Integracdo
Lavoura-Pecuaria e manejo cultural, na busca de uma agricultura amigavel com o
meio ambiente e que, ao mesmo tempo, possibilite ganhos em producéo e renda ao
agricultor. O aproveitamento adequado dos recursos naturais contribui para reducéo
da emissado de gases na atmosfera, constituindo assim, uma arma importante contra
0 agquecimento global. Embora o uso de Trichoderma, e outros agentes de
biocontrole, esteja em sintonia com 0s principios da agricultura sustentavel, regida
por lei, sdo necessarios ainda investimentos em pesquisa e difusdo de informacéo,

para que essas tecnologias tornem-se realidade.
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Anexo 1

Tabela 1 — Resultado da analise de variancia da medida de matéria seca.

Causas da variacao GL SQ QM valorde F  Prob>F
Tratamento 5 91.7241671 18.3448334 3.3260 0.01522
Hormonio 1 22.6874974 22.6874974 4.1134 0.04800
Tra* Hor 5 63.9449995 12.7889999 2.3187 0.06489
Blocos 3 18.3283346 6.1094449 1.1077 0.36040
Residuo 33 182.0116659 5.5155050
Total 47 378.6966645
Média geral =5.158333

Coeficiente de variagdo = 45.528 %

Tabela 2 - Resultado da analise de variancia da medida de matéria fresca.

Causas da variacdo GL SQ QM valorde F  Prob>F
Tra 5 2261.2847222 452.2569444  0.4986 0.77871
Hor 1 525.1736111 525.1736111 0.5789 0.54514
Epo 2 2977.4305556 1488.7152778 1.6411 0.19687
Tra*Hor 5 16011.2847222 3202.2569444  3.5301 0.00572
Tra*Epo 10 13480.9027778 1348.0902778  1.4861 0.15443
Hor*Epo 2 789.9305556 394.9652778 0.4354 0.65399

Total 143  141766.4930556

Média geral =64.756943

Coeficiente de variagdo = 46.510 %

Tabela 2 - Resultado da analise de variancia da medida de quantidade de estacas
enraizadas

Causas da variacao G.L.  S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
Trat 5 2261.2847222 452.2569444 0.4986 0.77871
Hor 1 525.1736111 525.1736111 0.5789 0.54514
Epo 2 2977.4305556 1488.7152778 1.6411 0.19687
Trat*Hor 5 16011.2847222 3202.2569444  3.5301 0.00572
Trat*Epo 10 13480.9027778 1348.0902778 1.4861 0.15443
Hor*Epo 2 789.9305556 394.9652778 0.4354 0.65399
Tra*Hor*Epo 10 7439.2361111  743.9236111 0.8201 0.61099
Bloc 3 3033.8541667 1011.2847222 1.1148 0.34672
Res 105 95247.3958333 907.1180556

Total 143  141766.4930556
Média geral = 64.756943

Coeficiente de variacdo = 46.510 %
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Anexo 2

Tabela 1 — Analise de variancia de peso da matéria seca da parte aérea das culturas

de feijdo, milho e soja provenientes de sementes microbiolizadas com Trichoderma.

Causas da variacdo GL SQ QM valorde F  Prob>F
Tra 10 600.9540928 60.0954093  25.8658 0.00001
Cul 2 1324.0165868 662.0082934 284.9362 0.00001
Tra*Cul 20 548.2918001 27.4145900 11.7996 0.00001
Res 99 230.0123013 2.3233566

Total 131 2703.2747810
Média geral =13.429545

Coeficiente de variagdo =11.350 %

Tabela 2 — Andlise de variancia de peso da matéria seca de raizes de feijao, milho e

soja provenientes de sementes microbiolizadas com Trichoderma.

Causas da variacdo GL SQ QM valor de F Prob> F
Tra 10 489.2698790 48.9269879 19.2333 0.00001
Cul 2 4459412091 222.9706046 87.6504 0.00001
Tra*Cul 20 405.4237731 20.2711887 7.9687 0.00001
Res 99 251.8423610 2.5438622

Total 131 1592.4772222
Média geral = 10.209848

Coeficiente de variacdo = 15.622 %

Tabela 3 — Analise de variancia de peso da matéria seca de parte aérea de feijao,

plantado em campo proveniente de sementes microbiolizadas com Trichoderma.

Causas da variacdo GL SQ QM valorde F  Prob>F
Tra 10 27559.80 2755.98 4.97 0.00046
Blo 3 1390.91 63.63 0.8377 0.51355
Res 30 6604.88 553.49

Total 43 45555.60

Média geral =125.599998

Coeficiente de variagao = 18.731 %
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Tabela 4 — Analise de variancia de peso da matéria seca de parte aérea de feijao,

plantado em campo proveniente de sementes microbiolizadas com Trichoderma.

Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
Tra 10 124.54 12.45 4.86 0.00054
Blo 3 1.03 0.344 0.13  0.93797
Res 30 76.80 2.56

Total 43 202.37

Média geral =12.48

Coeficiente de variagdo = 12.817 %

Tabela 5 — Andlise de variancia do namero de vagem produzido por plantas de feijao

plantados em campo provenientes de sementes microbiolizadas com Trichoderma

Spp.

Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
Tra 10 16775.40 1677.54 7.23  0.00005
Blo 3 518.54 172.84 0.74 0.53642
Res 30 6958.95 231.96

Total 43 24252.90

Média geral =82.45

Coeficiente de variacdo=18.471 %
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Anexo 3

Tabela 1 — Analise de variancia do efeito de metabdlitos volateis produzidos por

Trichoderma na inibicdo de esporulacdo de Fusarium oxysporum.

Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. F

Tra 10 1572.56 157.25 159.05 **
Res 33 32.62 9887

Total 43 1605.19

Média geral =5.3295

Coeficiente de variagdo =18.66

Tabela 2 — Andlise de variancia do efeito de metabdlitos ndo termoestaveis

produzidos por Trichoderma na inibicdo de esporulacdo de Fusarium oxysporum.

Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
Tra 10 1031.74  103.17 58.5892 0.00001
Res 33 58.11 1.76

TOTAL 43 1089.86

Média geral 7.025000

Coeficiente de variagcdo = 18.890 %

Tabela 3 — Andlise de variancia do efeito de metabdlitos termoestaveis produzidos

por Trichoderma na inibicdo de esporulagdo de Fusarium oxysporum.

Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
Tra 10 749.95 74.99 30.4726 0.00001
Res 33 81.21 2.46

Total 43 831.16

Média geral 12.05

Coeficiente de variacao 13.009 %
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