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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de isolados e produtos biolégicos de Trichoderma spp. no controlo in
vitro de fungos presentes nos diasporos de Gochnatia polymorpha. Foram avaliados, pela técnica de confrontagao direta,
os isolados TSM1, TSM2, 2B2 e 2B22 e os produtos Trichodermil® e Agrotrich®no antagonismo a fungos dos géneros
Bipolaris, Alternaria, Cladosporium e Phoma, isolados dos didsporos. O efeito de trichoderma na contaminagao fingica
dos diasporos foi avaliado pela técnica do papel celofane utilizando-se como meio de cultura agar-agua + BD (batata
dextrose). Também se estudou o efeito na germinagdo das sementes. O isolado 2B22 e o produto Agrotrich®sdo os mais
eficientes no antagonismo aos fungos testados e todos os trichodermas avaliados sao eficientes no controlo in vitro da
contaminagao fingica dos didsporos. A adigao de BD ao meio agar impede a germinagao das sementes, impossibilitando
avaliar o efeito dos metabolitos de trichoderma nesse processo.

Palavras-chave: Bioagente, cambara, espécie florestal, interacao planta-microrganismo

ABSTRACT

The effect of isolates and biological products of Trichoderma spp. in vitro in control of fungi present in diaspores of Goch-
natia polymorpha was evaluated in this study. The use of direct confrontation technique, the TSM1, TSM2, 2B2 and 2B22
isolated and the Trichodermil® and Agrotrich®products were also studied in antagonism of fungi belonging to Bipolaris,
Alternaria, Cladosporium and Phoma genera, which were isolated from diaspores. We have studied the effect of fungal
contamination in trichoderma diaspores using the technique of cellophane and water-agar + BD (potato dextrose) as
culture media. We also studied the effect on seed germination. The 2B22 isolated and the Agrotrich® product are the most
effective in the antagonism of the fungi tested, and all evaluated trichodermas are effective in vitro control of the fungi
diaspores contamination. The addition of BD to agar medium precludes the germination of seeds. This makes impossi-
ble to evaluate the effect of metabolites from trichoderma in this process.

Keywords: Bioagent, cambaraforest, species, plant-microorganism interaction

comprovado e outros com potencial de uso (Melo,
1998; Hoyos-Carvajal, et al., 2009).

Dentre os antagonistas utilizados no biocontrolo de
fungos fitopatogénicos, cerca de 90% tém sido reali-

Introducao

A interacdo entre plantas e microrganismos ¢ uma
alternativa sustentavel, pesquisada e aplicada em

diversas culturas agricolas (Altomare et al.,1999).
Esta técnica vem sendo amplamente utilizada em
pesquisas de institui¢des de ensino e centros de pes-
quisa, sendo que alguns microrganismos tém sido
relatados no controlo bioldgico de fitopatogenos, na
promocao da germinac¢do de sementes e no cresci-
mento vegetal de diferentes culturas, com sucesso
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zados com diferentes isolados pertencentes ao géne-
ro Trichoderma (Benitez et al., 2004; Kunieda-Alonso
et al., 2005). Diferentes isolados tém levado a aumen-
tos significativos na percentagem e na precocidade
de germinacao (Melo, 1996), além do aumento no
crescimento de plantas e na produtividade de cul-
turas inoculadas com esse bioagente, como milho,



feijao, arroz, ervilha, grao-de-bico, pepino, berinjela,
pimentao, rabanete, tomate, alface, cenoura, cravo,
crisantemo, algodao, entre outras (Almanga, 2005;
Gravel et al., 2007, Harman et al., 2004b; Hoyos-
-Carvajal et al., 2009; Jyotsna et al., 2008; Luz, 2001;
Resende et al., 2004; Yedidia et al., 2001).

Espécies do género Trichoderma, conhecidas popu-
larmente por trichoderma, compreendem fungos
de vida livre, que se reproduzem assexuadamente,
presentes com mais frequéncia em solos de regides
de clima temperado e tropical. Muitas linhagens
nao possuem ciclo sexual conhecido (Harman et al.,
2004a), sendo classificadas na sub-divisao Deute-
romycotina e sdo caracterizadas pela produgao de
conidios ou por fragmentagao do talo micelial (Kru-
ger e Bacchi, 1995).

Os isolados de trichoderma sao utilizados no contro-
lo bioldgico de fitopatogenos e na promogao de cres-
cimento vegetal devido a sua versatilidade de acao,
como parasitismo, antibiose e competicao; além de
atuarem como indutores de resisténcia a plantas
contra doengas e produzirem hormoénios (hormo-
nas) de crescimento. Essas caracteristicas tornam-
-nos os fungos mais pesquisados em condigdes de
laboratorio, estufa e a campo (Altomare et al., 1999;
Delgado et al., 2007; Carvalho-Filho et al., 2008; Har-
man, 2000; Hoyos-Carvajal et al., 2009; Louzada et
al., 2009; Resende ef al., 2004). Além disso, ha deze-
nas de produtos a base de trichoderma disponiveis
no mercado para comercializagao (Lopes, 2009).

No Brasil, para a producao e o cultivo de mudas
florestais, varias dificuldades sdao encontradas. En-
tre estas dificuldades esta o pequeno ntiimero de
arvores matrizes disponiveis em popula¢des natu-
rais, que se encontram extremamente fragmentadas,
o que resulta na falta de sementes com qualidade
adequada, por terem baixo poder germinativo e alto
indice de fungos associados as sementes. Acresce a
estas dificuldades o facto de algumas espécies apre-
sentarem crescimento lento (Caldas, 2006; Carneiro,
1987; Silva e Higa, 2006). Esses, dentre outros fato-
res, acabam prejudicando o cultivo das mudas e fa-
zem com que estas sejam comercializadas com baixa
qualidade e alto custo.

Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera é uma espécie
arbdrea pertencente a familia Asteraceae, com ocor-
réncia natural no nordeste da Argentina, norte e les-
te do Paraguai e alguns estados brasileiros, como os
da regido Sul, onde é conhecida popularmente por
cambara. A espécie destaca-se pela sua importan-
cia econ0mica e ambiental. A madeira € utilizada
na construgao civil, obras imersas, carvao e lenha.
Apresenta caracteristicas ornamentais e medicinais,
sendo as folhas e cascas utilizadas no preparo de

chas para afec¢des bronco-pulmonares e as flores
sao meliferas. Também ¢é recomendada para arbo-
rizagao urbana, recuperacao de ecossistemas degra-
dados e conservagao do solo, sendo indicada como
planta fixadora de barrancas de rios e reposicao de
mata ciliar (Backes e Irgang, 2002; Carvalho, 1994;
2003; Glufke, 1999; Souza-Junior et al., 2005; Loren-
zi, 1998; Pifila-Rodrigues et al., 2007; Stefanello et al.,
2006).

G. polymorpha produz anualmente grande quanti-
dade de frutos do tipo cipsela, caracterizados pela
ocorréncia de uma semente presa a sua parede por
um s6 ponto. Os frutos sdo a unidade de dispersao
da espécie, denominada diasporo, sendo a sua prin-
cipal forma de dispersdo, a anemocoria. Contudo,
apesar da grande producao anual de frutos, o poder
germinativo das sementes é baixo, e o crescimento
das mudas € lento a moderado (Carvalho, 2003).

O mercado consumidor de sementes e mudas flores-
tais tem aumentado consideravelmente nos tltimos
20 anos, devido ao crescente interesse econdmico, e
mais recentemente, pela preocupagao conservacio-
nista em recuperar areas intensamente devastadas
(Figliolia et al., 2007). No entanto, esse processo tem
sido dificultado pelos problemas enfrentados na
producgao de mudas, sendo que o desenvolvimen-
to de técnicas silviculturais, como a interacdo entre
plantas e microrganismos, € uma alternativa susten-
tavel para controlar biologicamente os fungos pre-
sentes nas sementes/didsporos e estimular a germi-
nagao e o crescimento vegetal. No entanto, para a
maioria das espécies florestais, esta é uma alternati-
va muito carente (Caldas, 2006).

Embora em vdrios estudos se tenha observado a
acao positiva de isolados de trichoderma, existem
poucos relatos de pesquisas envolvendo a interagao
desses bioagentes e espécies arboreas (Donoso et al.,
2008), sendo que os resultados desta interagao po-
derdo otimizar a produgao de mudas para os mais
diversos interesses, através do controlo biologico de
fungos associados aos didsporos e da promogao da
germinacao das sementes.

Isolados de Trichoderma spp. tém sido estudados
por produzirem uma série de enzimas extracelu-
lares (Menezes e Souza, 1995). Estao neste caso as
que degradam celulose e quitina, que sao utiliza-
das no antagonismo contra fungos patogeénicos,
por degradarem paredes de células fungicas (Har-
man et al., 2004a) e por serem ativos na produgao
de metabdlitos com atividade microbiana (Melo,
1991). Estes metabolitos produzidos podem ser vo-
lateis e ndo-volateis (Bastos, 1991), sendo a técnica
do papel celofane utilizada para selecionar agentes
biocontroladores de fungos patogénicos, produto-
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res de metabdlitos ndo-volateis (Ethur et al., 2005;
Silva, 1997).

Neste estudo, a técnica do papel celofane é apresen-
tada como uma técnica nova para avaliar o efeito
de metabdlitos produzidos por agentes biocontro-
ladores no controlo do desenvolvimento de fungos
contaminantes associados as sementes, ja que nao
foram encontrados registros da sua utilizagao para
este fim. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar o antagonismo e o efeito de isolados e pro-
dutos bioldgicos a base de Trichoderma spp. no con-
trolo, in vitro, dos fungos presentes nos didsporos
de G. polymorpha pela técnica modificada do papel
celofane.

Material e Métodos

Foram coletados ramos com infrutescéncias de G.
polymorpha em janeiro de 2011, em uma populagao
natural, no Distrito Boca do Monte, Santa Maria —
RS, Brasil (29° 41" 43,311”S 53° 48" 41,04170). As
infrutescéncias secaram quatro dias a temperatura
ambiente e apds foi realizada a extragdo manual dos
frutos (didsporos). Uma exsicata foi incorporada ao
herbario do Departamento de Biologia do Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal
de Santa Maria, sob o nimero de registro SMDB -
13.139.

As experiéncias foram realizadas no Laboratério
de Interacao Planta-Microrganismos/CCNE/UFSM.
Foram utilizados dois isolados de Trichoderma viride,
TSM1 e TSM2, dois isolados de Trichoderma harzia-
num, 2B2 e 2B22, que estavam armazenados no mes-
mo laboratdrio, além de dois produtos comerciais
a base de trichoderma, Agrotrich® e Trichodermil®,
que foram adquiridos junto dos respectivos fabri-
cantes.

O teor de agua dos diasporos foi determinado pelo
método de estufa a alta temperatura (Brasil, 2009).
Utilizaram-se quatro amostras de 1 g de diasporos,
colocados em estufa a temperatura de 105°C, com
oscilagdes de + 3°C, durante um periodo de 24 ho-
ras. Os resultados foram expressos em percentagem
com base no peso umido.

Antagonismo in vitro de trichoderma a fungos
isolados dos diasporos de G. polymorpha

Com a técnica in vitro de confrontacdo direta foi
observada a acdo dos isolados de trichoderma no
antagonismo aos fungos Bipolaris sp., Alternaria sp.,
Cladosporium sp. e Phoma sp., isolados previamente

184 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2013, 36(2): 182-191

dos diasporos de G. polymorpha, mais quatro trata-
mentos testemunha, contendo somente os fungos
contaminantes.

Para isso, um disco de meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar), de 16 mm, contendo micélio e es-
poros dos fungos contaminantes foi transferido para
placas de Petri (9 cm de diametro), que continham
meio de cultura BDA, a 1 cm da borda. O material
foi incubado durante 48 horas, a 25°C com fotope-
riodo de 12 horas. Decorrido esse periodo, um dis-
co de BDA, de 16 mm de diametro, com estruturas
dos antagonistas foi transferido para as placas em
posicdo oposta ao disco de micélio do patogeno. As
placas foram mantidas em camara climatica do tipo
Biosystem Organized Development (BOD) durante
oito dias a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.

A avaliagao foi realizada no oitavo dia, apds a intro-
dugao dos antagonistas, baseada no critério de Bell
et al. (1982), que adota uma escala de notas variando
de 1 a 5. Critérios de avaliagdo: 1- antagonista cres-
ce por toda a placa de Petri; 2- antagonista cresce e
atinge uma parte do patdgeno, cresce sobre 2/3 da
placa; 3- antagonista e o patdgeno crescem até a me-
tade da placa, nenhum organismo domina o outro;
4- patdgeno cresce e atinge uma parte do antagonis-
ta, cresce sobre 2/3 da placa; 5- o patdgeno cresce
por toda a placa.

Também foi realizada uma avaliacdo aos 11 dias
apos a introdugao do antagonista, a fim de se obser-
var aqueles isolados que ndo apresentaram bom de-
sempenho (notas entre 1 e 1,5) em oito dias. Foram
avaliados 28 tratamentos dispostos no delineamen-
to inteiramente casualizado, com quatro repeti¢oes
por tratamento.

Trichoderma no controlo da contaminacao dos
diasporos e na germinacao in vitro das sementes
de G. polymorpha

Este ensaio foi realizado utilizando-se a técnica in
vitro do papel celofane, de Ethur et al. (2005), modi-
ficada neste trabalho, para ser empregada na avalia-
¢ao do controlo da contaminagao fingica dos dias-
poros de G. polymorpha por isolados de trichoderma.
Também foi avaliada a percentagem de germinacao
in vitro das sementes. Foram utilizados quatro iso-
lados de trichoderma, sendo TSM1 e TSM2 de T. vi-
ride; 2B2 e 2B22 de T. harzianum, e os dois produtos
comerciais, Trichodermil® e Agrotrich® além dos
tratamentos controlo, sem isolados de trichoderma.
O meio de cultura utilizado foi uma mistura de
meio de cultura agar-agua e meio de cultura BD,
sendo 70% agar-agua e 30% BD (batata e dextrose —



200 g de batata, 20 g de dextrose, 1000 mL de agua
destilada). Utilizou-se agar 0,7% e pH ajustado a 5,8
*0,2 em placas de Petri (9 cm de didmetro). O meio
de cultura foi coberto, assepticamente, com um dis-
co de papel celofane semipermeavel, esterilizado
(120°C/40 minutos) e, para cima do papel celofane,
no centro das placas, foram transferidos discos de
16 mm de meio de cultura a base de aveia (40 g de
aveia, 20 g de 4gar e 1000 mL de dgua destilada)
contendo micélios e esporos dos isolados de tricho-
derma. As placas dos tratamentos controlo foram
cobertas com o disco de papel celofane, mas nao re-
ceberam o disco de micélio e esporos dos isolados.
As placas foram vedadas com filme de PVC e as cul-
turas mantidas em camara climatica do tipo BOD a
25°C e fotoperiodo de 12 horas por cinco dias.

Decorrido o periodo de incubagdo, em condigoes
assépticas, as placas de Petri foram abertas e foi re-
tirado o papel celofane juntamente com os discos de
micélios e esporos, permanecendo no meio de cultu-
ra apenas os metabdlitos nao-volateis liberados pe-
los isolados, onde foram semeados os diasporos de

G. polymorpha (Figura 1), que previamente passaram
por um processo de desinfestacdo, que consistiu na
imersdo por 15 minutos em solugao de hipoclorito
de sédio (NaClO) 2% acrescido de duas gotas de de-
tergente liquido e trés lavagens em agua destilada e
autoclavada.

Além dos tratamentos com os isolados de tricho-
derma, foram avaliados quatro tratamentos con-
trolo, sendo que em dois deles utilizou-se meio de
cultura dgar-agua sem BD (Quadro 1). As culturas
foram mantidas a 25°C com fotoperiodo de 16 ho-
ras. As avalia¢des constaram da contagem dos dias-
poros contaminados por fungos durante sete dias e
da contagem das sementes germinadas por 25 dias,
contados 24 horas apds a instalagdo do experimento.
Foram avaliados dez tratamentos dispostos no de-
lineamento inteiramente casualizado, com oito re-
peti¢des por tratamento; cada parcela experimental
constituida por 25 didsporos, totalizando 200 por
tratamento. Os dados em percentagem foram sub-
metidos ao teste de Kruskal-Wallis pelo programa
Action 2.2.

Figura 1 — (A) placa com meio de cultura coberto pelo papel celofane; (B) placa com meio de cultura coberto pelo papel ce-
lofane e disco de micélio de trichoderma com liberagdo de metabélitos ndo-volateis; (C) placa com didsporos de Gochnatia
polymorpha ap6s a retirada do papel celofane e dos discos de micélio.

Quadro 1 - Tratamentos constituintes do experimento realizado pela técnica in vitro do papel celofane onde foi avaliado o
efeito de trichoderma na contaminagao flingica dos didsporos e na germinagdo das sementes de G. polymorpha.

Tratamentos | Descricdo dos tratamentos | Meio de cultura
T1 TSM1 + NaClO Agar-agua + BD
T2 TSM2 + NaClO Agar-agua + BD
T3 2B2 + NaClO Agar-agua + BD
T4 2B22 + NaClO Agar-agua + BD
T5 Trichodermil® + NaClO Agar-agua + BD
T6 Agrotrich® + NaClO Agar-agua + BD
T7 Controlo 1 - NaClO Agar-agua + BD
T8 Controlo 2 - Sem isolados e sem NaClO Agar-agua + BD
T9 Controlo 3 - NaClO Agar-agua

T10 Controlo 4 - Sem isolados e sem NaClO Agar-agua
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Resultados e Discussao

Os diasporos de G. polymorpha apresentaram teor de
agua de 7,23%. Resultados semelhantes foram en-
contrados por outros autores em espécies relaciona-
das. Teores entre 9 e 13% foram encontrados em di-
asporos de arnica (Lychnophora pinaster Mart.) (Melo
et al., 2007) e 15% em camomila (Matricaria recutita
L.) (Nobrega et al., 1995), espécies pertencentes a
mesma familia de G. polymorpha.

Wielewicki et al., (2006), realizaram uma analise em
dados de pesquisa do teor de agua de sementes de
27 espécies florestais nativas do sul do Brasil e esta-
beleceram que 21 das espécies estudadas apresenta-
ram comportamento ortodoxo, ou seja, as sementes
sao tolerantes a perda de 90 a 95% de agua duran-
te o desenvolvimento e a dessecacdo (Castro ef al.,
2004); e teor de agua médio entre 6,6 e 19,8%. Nesse
sentido, os resultados encontrados no presente es-
tudo permitem sugerir que os didsporos de G. poly-
morpha sdo ortodoxos e o grau de umidade obtido
esta de acordo com a média encontrada em espécies
relacionadas.

Antagonismo in vitro de trichoderma a fungos iso-
lados dos diasporos de G. polymorpha

No pareamento de culturas, avaliou-se a acao dos
isolados antagonistas, apos oito e 11 dias da incor-
poracao destes. Os seis tratamentos com trichoder-
ma demonstraram resultados variados no confronto
in vitro com os fungos testados (Quadro 2).

Aos oito dias do teste, o isolado 2B22 e o produto
Agrotrich® apresentaram o6timo desempenho no
confronto aos quatro patdgenos testados, obtendo
notas entre 1 e 1,5 (Figura 2). Os isolados TSM1 e
TSM2 também apresentaram &timo desempenho
no confronto com Alternaria sp., Cladosporium sp. e
Phoma Sp., com nota 1 em todos os tratamentos, mas

nao com Bipolaris sp., que obtiveram notas de 2 e 2,5,
respectivamente. O isolado 2B2, aos oito dias, s6 ob-
teve bom desempenho no confronto com Alternaria
sp. e Cladosporium sp., com notas 1 para cada fungo
contaminante.

Na segunda avaliacdo, realizada apos 11 dias da
incorporagao do antagonista, observou-se que os
isolados TSM1, TSM2 e 2B2 melhoraram seus de-
sempenhos no confronto com Bipolaris sp., obtendo
notas de 1,5; 1 e 1, respectivamente. O isolado 2B2,
mesmo aos 11 dias, nao foi tao eficiente no confron-
to com Phoma sp., obtendo uma nota média de 1,75.
O produto comercial Trichodermil® obteve bom de-
sempenho (nota 1,5) aos 11 dias do teste no confron-
to com Alternaria sp.

Os isolados de trichoderma demonstraram que pos-
suem outras habilidades como agentes de biocon-
trolo além da antibiose. A antibiose é definida como
a interacao na qual um ou mais metabolitos produ-
zidos por um organismo tém efeito danoso sobre o
outro (Stadnik e Bettiol, 2000), no entanto, segundo
Bettiol (1991), uma caracteristica recomendavel, é
que o antagonista aja através de mais de um meca-
nismo, combinando antibiose, parasitismo, compe-
tigao e estimulo a defesa do hospedeiro.

No presente estudo, possivelmente ocorreu antibio-
se, hiperparasitismo e competi¢ao. De acordo com
Melo (1998), no ponto de encontro entre os dois mi-
célios possivelmente ocorre antibiose e parasitismo,
uma vez que trichoderma pode detectar e localizar
hifas de fungos suscetiveis, crescendo em sua dire-
¢ao. Além disso, segundo Howell (2003), espécies de
trichoderma sao habeis na supressao do crescimento
de varios fungos em meios de cultura contendo agar,
como observado no tratamento de segmentos de ra-
izes de feijoeiro infectadas com Macrophomina phase-
olina e com T. virens, onde se observou que quando
os segmentos foram plaqueados em meio com 4gar,
apenas T. virens cresceu a partir das raizes.

Quadro 2 - Médias das notas de antagonismo de isolados de trichoderma aos fungos Bipolaris sp., Alternaria sp., Cladosporium
sp. e Phoma sp. isolados dos didsporos de Gochnatia polymorpha, em pareamento de culturas. Santa Maria - RS, Brasil (2011).

Meédias das notas

Bipolaris sp. Alternaria sp. Cladosporium sp. Phoma sp.
Tratamentos 8 dias 11 dias 8 dias 11 dias 8 dias 11 dias 8 dias 11 dias

TSM1 2 1,5 1 1 1 1 1 1
TSM2 2,5 1 1 1 1 1 1 1
2B2 2,25 1 1 1 1 1 2 1,75
2B22 1,5 1 1 1 1 1 1,5 1
Agrotrich® 1 1 1,25 1 1 1 1 1
Trichodermil® 3 3 2 1,5 1,75 1,75 2,25 2
Testemunha 4 5 2,5 2,75 2 2 5 5
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Figura 2 — (A) confronto entre o isolado 2B22 de Trichoderma harzianum e Alternaria sp. aos oito dias; (B) confronto entre

Agrotrich® e Alternaria sp. aos oito dias.

Os organismos competem entre si para obter nu-
trientes, agua, luz, espago, fatores de crescimento,
oxigénio, entre outros, sendo a competigdo um dos
classicos mecanismos de biocontrolo (Melo, 1996).
Assim, o potencial hiperparasitico de trichoder-
ma esta relacionado com a competi¢do por espaco
e com atividades metabdlicas que lhes permitem
serem eficientes no hiperparasitismo das estrutu-
ras de outros fungos (Harman, 2000). Contudo, os
mecanismos de a¢ao sao caracteristicas de cepas es-
pecificas, o que possivelmente explica as diferencas
observadas no desempenho dos isolados.

Trichoderma no controlo da contaminacgao dos di-
asporos e na germinacao in vitro das sementes de

G. polymorpha

A técnica do papel celofane € utilizada na selecao
de microrganismos antagonistas produtores de
compostos antifingicos, como substancias antibio-

ticas ou metabolitos (Reis ef al., 1995). A liberacao de
metabdlitos nao-volateis e inibi¢do no crescimento
de fitopatdgenos foram observadas por Silva (1997),
que utilizou esse método e constatou que isolados
de T. viride e T. harzianum foram efetivos quanto a
inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclero-
tiorum, um fungo causador de doengas. Ethur ef al.
(2005), também utilizaram essa técnica com o objeti-
vo de selecionar agentes biocontroladores para esse
mesmo patogeno.

O papel celofane, semi-permeavel, permite a nutricao
e crescimento do antagonista, além da difusao de me-
tabolitos para o meio de cultura (Ethur, 2002), onde
sdo inseridos discos contendo estruturas do patégeno.
Neste experimento a técnica foi modificada, ao invés
de se transferir para o meio de cultura discos do paté-
geno, transferiram-se os diasporos de G. polymorpha, a
fim de se avaliar o efeito de metabdlitos liberados por
isolados de trichoderma no controlo de fungos pre-
sentes e na promogao de germinac¢ao das sementes.

Figura 3 - Efeito de isolados de trichoderma no controlo da contaminacdo fliingica de didsporos de Gochnatia polymorpha pela

técnica in vitro do papel celofane.
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Verificou-se que houve a liberagdo de metabdlitos
ndo-volateis pelos isolados, através da coloracao
caracteristica observada no meio de cultura (Figu-
ra 3) e das diferencas obtidas nas médias de conta-
minagdes dos didsporos nos diferentes tratamentos
(Quadro 3).

Observa-se no Quadro 3 que todos os tratamentos
com trichoderma (T1 ao T6) inibiram o crescimento
de fungos contaminantes, reduzindo as médias de
contaminacdo quando comparadas as médias dos
controlos 1 e 2 (T7 e T8). Embora os tratamentos com
trichoderma ndo tenham diferido estatisticamente
entre si, aqueles que apresentaram as menores mé-
dias de contaminacdo foram TSM1 e TSM2 de T. vi-
ride (2,5 e 4,5%, respectivamente), 2B22 de T. harzia-
num (9,5%) e o produto comercial Agrotrich® (17%).
Os tratamentos controlo 1 e 2 obtiveram uma média
de contaminagao de 93,5 e 100%, respectivamente,
demonstrando que na auséncia dos antagonistas a
contaminacao foi alta.

Os controlos 3 e 4 obtiveram uma média baixa de
contaminacgao (36,50 e 6%, respectivamente). Nes-
tes controlos utilizou-se meio de cultura dgua-agua
sem a adicao de BD e a inclusao desses, neste expe-
rimento, visou observar o comportamento dos di-
asporos em relacao a promogao da germinacao das
sementes, assunto que sera abordado adiante.

A diferenca observada nas médias de contaminacgao,
entre os isolados, também foi observada por Ethur
(2002), porém no estudo da autora, os indices varia-
dos entre os isolados foi em relagao a inibicado mi-
celial do patogeno S. sclerotiorum. Hilgemberg et al.
(2007), também observaram essa variagdao entre os
antagonistas Trichoderma spp. e Trichotecium roseum,
ao crescimento micelial de fungos de solo, S. scle-
rotiorum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Fusa-
rium sp. Essa variabilidade na acao dos antagonistas

pode estar relacionada a produgao dos metabdlitos.
Segundo Harman (2000), muitas espécies estudadas
produzem metabdlitos secunddrios toxicos, como
antibidticos e enzimas liticas capazes de inibir e
destruir propagulos de fungos fitopatogénicos. De
acordo com este autor, duas linhagens de T. harzia-
num (T39 e NCIM1185) produzem uma protease
que é capaz de degradar enzimas sintetizadas pelo
patégeno Botrytis cinerea, demonstrando especifici-
dade entre alguns isolados e o patogeno.

Neste ensaio também foi avaliado o niimero de se-
mentes germinadas, a fim de se observar o efeito
do trichoderma na promogao da germinacao in vi-
tro das sementes de G. polymorpha. Segundo Baugh
e Escobar (2007), a ag¢ao de trichoderma como esti-
mulador do processo germinativo e do crescimento
vegetal é complexa e realizada por interagdes com
fatores bioquimicos e produgao de diversas enzimas
e compostos benéficos. Entretanto, no presente es-
tudo, nao foi possivel avaliar o efeito dos isolados
testados sobre esse processo, pois a adicao de BD
ao meio de cultura possivelmente impediu a ger-
minacao das sementes, conforme observado nos re-
sultados do Quadro 3, onde se verifica maior média
apenas para os controlos 3 e 4 (15,5 e 11,5%, respec-
tivamente), em que se utilizou meio de cultura agar-
-agua sem a adicao de BD.

Mesmo nao sendo possivel avaliar o efeito dos iso-
lados de trichoderma testados na promocgao da ger-
minacao das sementes, a utilizagdo da técnica do
papel celofane modificada permitiu visualizar que
os isolados apresentaram a propriedade do controlo
bioldgico de fungos fitopatogénicos presentes nos
didsporos de G. polymorpha, uma vez que, confor-
me Vechiato (2010), espécies dos géneros Bipolaris,
Alternaria, Cladosporium e Phoma sao consideradas
potencialmente patogénicas as espécies florestais,

Quadro 3 - Efeito dos isolados de trichoderma pela técnica in vitro do papel celofane em meio de cultura agar-agua + BD no
controlo da contaminacao fiingica dos didsporos e na promocdo da germinagao das sementes de Gochnatia polymorpha. Santa

Maria — RS, Brasil (2011).

Tratamentos Descricdo dos tratamentos Contaminagdo (%)  Germinagdo (%)
Tl TSM1 + NaClO 2,50 d* 0,50 be
T2 TSM2 + NaClO 4,50d 0,50 be
T3 2B2 + NaClO 20,00 abcd Oc
T4 2B22 + NaClO 9,50 c¢d 0,50 be
T5 Trichodermil® + NaClO 33,50 abed 0c
T6 Agrotrich® + NaClO 17,00 cd Oc
T7 Controlo 1: NaClO 93,50 ab Oc
T8 Controlo 2: S/ isolado e s/ NaClO 100 a 0,50 be
T9 Controlo 3: NaClO** 36,50 abc 15,50 a
T10 Controlo 4: S/ isolado e s/ NaClO** 6,00 cd 11,50 a

*Médias nao seguidas pela mesma letra diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis em nivel de 5% de probabilidade.

**Controlos em meio de cultura dgar-agua sem adigao de BD.
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podendo, desta forma, prejudicar a germinacao das
sementes. Considerando esse resultado e aqueles
obtidos na técnica de confrontacdo direta, onde to-
dos os isolados de trichoderma, em especial o 2B22
e o produto Agrotrich®, foram eficientes no antago-
nismo aos quatro fungos testados, o estudo presen-
te deixa possibilidades para a realizacao de outras
pesquisas envolvendo a interagao entre trichoderma
e G. polymorpha, além de outras espécies florestais.

Conclusoes

Os resultados obtidos no estudo efetuado permitem
concluir que:

— Oisolado 2B22 de T. harzianum e o produto comer-
cial Agrotrich®sao os mais eficientes no teste de
pareamento de cultura no antagonismo a Bipolaris
sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. e Phoma sp.

— Os isolados TSM1 e TSM2 de T. viride, com exce-
¢ao de Bipolaris sp., também sao eficientes no an-
tagonismo aos referidos fungos. Ja o isolado 2B2
de T. harzianum apresenta eficiéncia somente no
antagonismo a Alternaria sp. e Cladosporium sp.

— Todos os isolados de trichoderma e os dois pro-
dutos comerciais testados sdo eficientes no con-
trolo da contaminagao fiingica dos diasporos de
Gochnatia polymorpha pela técnica in vitro modifi-
cada do papel celofane.

Agradecimentos

A CAPES [Coordenacio de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior] pelo concedimento da
bolsa de mestrado a primeira autora e a professo-
ra Dra. Thais Scotti Canto-Dorow pela identificacdo
botanica da espécie e pela contribuigao nas coletas.

Referéncias Bibliograficas

Almanca, M.A K. (2005) - Trichoderma sp. no controle
de doengas e na promogdo do crescimento de plantas
de arroz. Dissertacao de Mestrado. Porto Alegre,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 81
P

Altomare C.; Norvell, W.A,; Bjorkman, T. e Harman,
G.E. (1999) - Solubilization of phosphates and
micronutrients by the plant-growth-promoting
and biocontrol fungus Trichoderma harzianum Ri-
fai 1295-22. Applied and Environmental Microbiolo-
gy, 65, 7: 2926-2933.

Backes, P. e Irgang, B.E. (2002) - Arvores do Sul: guia
de identificacio e interesse ecologico. Pallotti, Insti-
tuto Souza Cruz, p. 70.

Bastos, C.N. (1991) - Possibilidade do controle biolo-
gico da vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa)
do cacaueiro. In: Bettiol, W. (Ed.) - Controle biolé-
gico de doengas de plantas. Jaguaritina, Embrapa-
-CNPDA, p.333-344.

Baugh, C.L. e Escobar, C.L.B. (2007) - The genus Ba-
cillus and genus Trichoderma for agricultural bio-
-augmentation. Rice Farm Magazine, Feb.

Bell, D.K.; Wells, H.D. e Markham, C.R. (1982) - In-
vitro antagonism of Trichoderma species against
six fungal plant pathogens. Phytopathology, 72, 4:
379-382.

Benitez, T.; Rincon, A.M.; Limén, M.C. e Cododn,
A.C. (2004) - Biocontrol mechanisms of Tricho-
derma strains. International Microbiology, 7, 4:
249-260.

Bettiol, W. (1991) - Componentes do controle biold-
gico de doengas de plantas. In: Bettiol, W. (Ed.)
- Controle bioldgico de doengas de plantas. Jaguarit-
na, Embrapa-CNPDA, p.1-5. (Boletim Técnico 5).

Brasil, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abas-
tecimento (2009) - Regras para andlise de sementes.
Brasilia, Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

Caldas, L.S. (2006) - Pomares de sementes de espé-
cies nativas as funcoes das redes de sementes. In:
Higa, A.R. e Silva, L.D. (Ed.) - Pomar de sementes
de espécies florestais nativas. Curitiba, Fundagao
de Pesquisas Florestais do Parana (FUPEF), p.
227-241.

Carneiro J.S. (1987) - Testes de sanidade de semen-
tes de esséncias florestais. In: Soave, J. e Wetzel,
M.M.V. da S. Patologia de sementes. Campinas,
Fundagao Cargill, p. 386-394.

Carvalho-Filho, M.R.; Mello, S.C.M. de; Santos, R.P.
dos; e Menézes, ]J.E. (2008) - Avaliacio de isolados
de Trichoderma na promocdo de crescimento, produ-
cdo de dcido indolacético in vitro e colonizacio endo-
fitica de mudas de eucalipto. Brasilia, Embrapa Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia, 15 p. (Boletim
de Pesquisa e Desenvolvimento 226).

Carvalho, P.E.R. (1994) - Espécies florestais brasileiras:
recomendagoes silviculturais, potencialidades e uso da
madeira. Colombo-PR e Brasilia, Embrapa-CNPF
e Embrapa-SPI, 640 p.

Carvalho, P.E.R. (2003) - Espécies arbdreas brasileiras.
v. 1. Brasilia e Colombo-PR, Embrapa Informa-
¢ao Tecnologica e Embrapa Florestas, 1039 p.

Castro, R.D.; Bradford, K.J. e Hilhorst, HW.M.
(2004) — Desenvolvimento de sementes e conteu-
do de agua. In: Ferreira, A.G. e Borghetti, F. (Ed.)

Machado & Silva, Controlo de fungos em Gochnatia polymorpha por Trichoderma 189



- Germinagdo: do bdsico ao aplicado. Porto Alegre,
Artmed, p. 51-67.

Delgado, G.V.; Martins, I.; Menézes, J.E.; Macedo,
M.A. e Mello, S.C.M. (2007) - Inibicdo do cresci-
mento de Sclerotinia sclerotiorum por Trichoderma
spp. in vitro. Brasilia, Embrapa Recursos Genéti-
cos e Biotecnologia, 12 p. (Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento 214).

Donoso, E.; Lobos, G.A. e Rojas, N. (2008) - Efecto de
Trichoderma harzianum y compost sobre el creci-
miento de plantulas de Pinus radiata em viveiro.
Bosque (Valdivia), 29, 1: 52-57.

Ethur, L.Z. (2002) - Avaliagdo de fungos como antago-
nistas para o biocontrole de Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary em pepineiro cultivado em estufa. Dis-
sertacdo de Mestrado. Santa Maria, Brasil, Uni-
versidade Federal de Santa Maria, 155 p.

Ethur, L.Z.; Blume, E.; Muniz, M.; Silva, A.C.F. da;
Stefanelo, D.R. e Rocha, E.K. da. (2005) - Fungos
antagonistas a Sclerotinia sclerotiorum em pepi-
neiro cultivado em estufa. Fitopatologia Brasileira,
30, 2: 127-133.

Figliolia, M.B.; Pifia-Rodrigues, F.C.M. e Nogueira,
E.de S. (2007) — Controle de qualidade de semen-
tes florestais: propostas de parametros técnicos.
In: Piha-Rodrigues, F.C.M. (Ed.) - Pardmetros téc-
nicos para producdo de sementes florestais. Seropédi-
ca, Brasil, Editora da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (EDUR), p. 143-187.

Glufke, C. (1999) - Espécies florestais recomendadas para
recuperagdo de dreas degradadas. Porto Alegre, Fun-
dagdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul, 48 p.

Gravel, V.; Antoun, H. e Tweddell, R.J. (2007) - Gro-
wth stimulation and fruit yield improvement of
greenhouse tomato plants by inoculation with
Pseudomonas putida or Trichoderma atroviride: pos-
sible role of indole acetic acid (IAA). Soil Biology
and Biochemistry, 39, 8: 1968-1977.

Harman, G.E.; Howell, C.R.; Viterbo, A.; Chet, I. e
Lorito, M. (2004a) - Trichoderma species — Oppor-
tunistic, avirulent plant symbionts. Nature Re-
views Microbiology, 2, 1: 43-56.

Harman, G.E.; Petzoldt, R.; Comis, A. e Chen, J.
(2004b) - Interactions between Trichoderma har-
zianum Strain T22 and maize inbred line Mo17
and effects of these interactions on diseases cau-
sed by Pythium ultimum and Colletotrichum gra-
minicola. Phytopathology, 94, 2: 146-153.

Harman, G.E. (2000) - Myths and dogmas of biocon-
trol. Changes in perceptions derived from rese-
arch on Trichoderma harzianum T-22. Plant Disea-
se, 84, 4: 377-393.

Hilgemberg, P.; Dalla Pria, M.; Duda, L.; Sandini, F.
e Kamikoga, A. (2007) - Antagonismo de Tricho-

190 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2013, 36(2): 182-191

derma spp. e Trichotecium roseum a fungos de solo.
Fitopatologia Brasileira, 32, suplemento, p.121.

Howell, C.R. (2003) - Mechanisms employed by Tri-
choderma species in the biological control of plant
diseases: the history and evolution of current
concepts. Plant Disease, 87, 1: 4-10.

Hoyos-Carvajal, L.; Orduz, S. e Bissett, J. (2009)
- Growth stimulation in bean (Phaseolus vulga-
ris L.) by Trichoderma. Biological Control, 51, 3:
409-416.

Jyotsna; Srivastava, A.; Singh, R.P.; Srivastava, A.K,;
Saxena, A.K. e Arora, D.K. (2008) - Growth pro-
motion and charcoal rot management in chi-
ckpea by Trichoderma harzianum. Journal of Plant
Protection Research, 48, 1: 81-92.

Kruger, T.L. e Bacchi, LM.A. (1995) - Fungos. In:
Filho, A.B. (Ed.) - Manual de Fitopatologia. 3.* ed.
Sao Paulo, Agrondmica Ceres, p. 46-95.

Kunieda-Alonso, S.; Alfenas, A.C. e Maffia, L.A.
(2005) - Sobrevivéncia de micélio e esclerodios de
Rhizoctonia solani tratados com Trichoderma spp.,
em restos de cultura de Eucalyptus sp. Fitopatolo-
gia Brasileira, 30, 2: 164-168.

Louzada, G.A.S.; Carvalho, D.D.C.; Mello, S.C.M.;
Junior, M.L.; Martins, 1. e Bratina, L.M. (2009) -
Potencial antagonico de Trichoderma spp. origi-
narios de diferentes ecossistemas contra Scleroti-
nia scleotiorum e Fusarium solani. Biota neotropica,
9, 3: 145-149.

Lopes, R.B. (2009) - A industria no controle biologi-
co: produgao e comercializagao de microrganis-
mos no Brasil. In: Bettiol, W. e Morandi, M.A.B.
(Ed.) - Biocontrole de doencas de plantas: uso e pers-
pectivas. Jaguariina, Embrapa Meio Ambiente,
p.15-28.

Lorenzi, H. (1998) - Arvores brasileiras: manual de
identificacdo e cultivo de plantas arbdreas nativas do
Brasil. 2.2 ed. Nova Odessa, SP, Editora Planta-
rum, 89 p.

Lorza, R.F.; Souza, F.M. de; e Nakashima, R. (2006)
- Pomares de sementes de espécies nativas — si-
tuacgao atual. In: Higa, A.R. e Silva, L.D. - Pomar
de sementes de espécies florestais nativas, Curitiba,
Fundacao de Pesquisas Florestais do Parana (FU-
PEF), p. 41-64.

Luz, W.C. da. (2001) - Efeito de bioprotetores em
patogenos de sementes e na emergéncia e rendi-
mento de graos de milho. Fitopatologia Brasileira,
26, 1: 16-20.

Melo, LS. (1991) — Potencialidades de utilizacao de
Trichoderma spp. no controle bioldgico de doen-
cas de plantas. In: Bettiol, W. (Ed.) - Controle bio-
légico de doengas de plantas. Jaguaritina, Embrapa-
-CNPDA, p. 135-156.



Melo, 1.S. de. (1996) - Trichoderma e Gliocladium como
bioprotetores de plantas. Revisdo Anual de Patolo-
gia de Plantas, 4: 261-295.

Melo, LS. de. (1998) - Agentes microbianos de con-
trole de fungos fitopatogénicos. In: Melo, LS. de.
e Azevedo, ].L. de. (Ed.) - Controle bioldgico. vol.1.
Jaguaritina, Embrapa Meio Ambiente, p. 17-60.

Melo, P.R.B.; Oliveira, J.A.; Pinto, J.E.B.P.; Castro,
E.M.; Vieira, A.R. e Evangelista, ].R.E. (2007) -
Germinacao de aquénios de arnica (Lychnophora
pinaster Mart.) armazenados em diferentes con-
dig¢des. Ciéncia e Agrotecnologia, 31, 1, 75-82.

Menezes, M. e Souza, E.E.B. (1995) — Avaliagdo de
isolados de Trichoderma através da analise ele-
troforética em gel de poliacrilamida. Fitopatologia
Brasileira, 20, suplemento, p.308.

Nobrega, L.H.P.; Corréa Junior, C.; Rodrigues, T.].D.
e Carregari, S.M. (1995) — Efeito da luz e da tem-
peratura na germinacao de sementes de camomi-
la (Matricaria recutita). Revista Brasileira de Semen-
tes, 17, 2: 137-140.

Pifia-Rodrigues, F.C. .; Freire, ] M. e Silva, L.D.
(2007) - Parametros genéticos para colheita de se-
mentes de espécies florestais. In: Piha-Rodrigues,
F.CM. (Ed.) - Pardmetros Técnicos para Producio
de Sementes Florestais. Seropédica, Brasil, Editora
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(EDUR),. p. 51-102.

Reis, A; Oliveira, S.M.A. e Menezes, M. (1995) - Po-
tencial de isolados de Trichoderma para biocon-
trole da murcha de Fusarium do feijoeiro. Summa
Phytopathologica, 21: 16-20.

Resende, M. de L.; Oliveira, J.A. de; Guimaraes,
R.M.; Pinho, R.G.V. e Vieira, A.R. (2004) - Inocu-
lagoes de sementes de milho utilizando o Tricho-
derma harzianum como promotor de crescimento.
Ciéncia e Agrotecnologia, 28, 4: 793-798.

Silva, A.C.F. da (1997) - Uso da radiagdo gama para ob-
tengdo de mutantes de Trichoderma harzianum Rifai
e Trichoderma viride Pers.: Fr. com capacidade melho-
rada no controle ao Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary. Tese de doutorado. Pracicaba, Universida-
de de Sao Paulo, Centro de Energia Nuclear na
Agricultura/CENA), 143 p.

Silva, L.D. e Higa, A.R. (2006) - Planejamento e im-
plantacao de pomares de sementes de espécies
florestais nativas. In: Higa, A.R. e Silva, L.D. (Ed.)
- Pomar de sementes de espécies florestais nativas.
Curitiba, FUPEEF, p. 13-39.

Souza-Junior L.; Wendling, I.; Cunha, A.CM.C.M.
da; Rosa, L.S.da e Quoirin, M. (2005) - Substratos
e planta matriz na sobrevivéncia e crescimento de mu-
das de cambard. Colombo-PR, Embrapa Florestas.
(Comunicado Técnico 148).

Stadnik, M.]. e Bettiol, W. (2000) - Controle biologi-
co de oideos. In: Melo, L.S. de e Azevedo, J.L. de
(Ed.) - Controle bioldgico. v.3. Jaguariina, Embra-
pa Meio Ambiente, p. 95-112.

Stefanello, M.E.A.; Salvador, M.].; Ito, 1.Y. e Macari,
P.A.T. (2006) - Avaliacao da atividade antimicro-
biana e citotdxica de extratos de Gochnatia poly-
morpha ssp. floccosa. Revista Brasileira de Farmacog-
nosia, 16, 4:525-530.

Vechiato, M.H. (2010) - Importdncia da qualidade sani-
taria de sementes de florestais na producio de mudas
(em linha). (Acesso em 2011.05.24). Disponivel
em: <http://www.infobibos.com/Artigos/2010_3/
SementesFlorestais/index.htm >.

Yedidia, I.; Srivastva, A.K.; Kapulnik, Y. e Chet, 1.
(2001) - Effect of Trichoderma harzianum on mi-
croelement concentrations and increased gro-
wth of cucumber plants. Plant and Soil, 235, 2:
235-242.

Machado & Silva, Controlo de fungos em Gochnatia polymorpha por Trichoderma 191



