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Resumo geral

Trichoderma spp. como agentes de biocontrole da mancha-folieausada por
Cylindrocladium scoparium e como promotores de crescimento em mudas de eup#di

Um breve levantamento de patdgenos foliares em degaroducdo comercial de
mudas de eucalipto em um viveiro comercial de gutcaho municipio de Luziania (GO)
revelou a ocorréncia de cinco patdégen@s:scoparium, Pleospora sp., Hainesia sp.,
Pestalotiopsis sp. eRhizoctonia solani (Capitulo I). Dentre esses patdégenos de eucalipto
(Eucalyptus sp.), destaca-se a mancha foliar causada @gladrocladium spp. Morgam
(Teleomorfo:Calonectria sp. De Not). Esta enfermidade é especialmente riaoie em
viveiros para a producdo de mudas de eucaliptpecedmente na clonagem de hibridos
da espécie. O controle da doenca tem sido baseadgipalmente, no tratamento das

plantas com a aplicacédo de fungicidas em todostagies da clonagem do eucalipto.

No capitulo Il,foram testados os meios de cultura liquidas SGafBae-Glicose),
BD (Batata-Dextrose) e SDY (Extrato de levedurajapa producdo de esporos Ge
scoparium. O meio liquido SG possibilitou a producdo deidms dos dois isolados do

patdgeno que se mostraram infectivos em folhasicdalipto.

Para elaborar um programa de controle biologicaraodoencas de plantas, é
necessaria selecdo de antagonistas bem adaptaaioslttograu de controle contra os
fitopatdogenos e, preferencialmente, que promovamrrescimento e enraizamento das

miniestacas.

Neste trabalho foram selecionados cinco isoladogrdghoderma por meio de
testesin vitro e in vivo, foi avaliado o controle biologico de dois isoladds
Cylindrocladium scoparium em folhas destacadas, a habilidade dos isoladastdgonista

como produtores do horménio de crescimento acidiolaécético (AlIA) e quanto a



capacidade de colonizacdo endofitica, em mudasodeschibridos (G-100) de eucalipto.
Estudou-se a promocao de crescimento e enraizardentaudas d&ucalyptus urophillla
obtidas por sementes e no hibrido G-180célyptus grandis x Eucalyptus urophilla)
obtido por clonagem. Também foi estudada a capaeida esporulacdo dos isolados de

Trichoderma em dois substratos sélidos: gréos de arroz parhdd de milheto.

Os experimentosn vitro consistiram em pareamento de colonias e exposigao
patdgeno a metabdlitos volateis e ndo volateis yzidds por Trichoderma spp.
Observaram-se alteragdes morfoldgicas em hifahedo no crescimento micelial d&
scoparium. Em folhas destacadas de eucalipto, os cinco isslade Trichoderma
conferiram protecdo contra a doenca, sendo queladis CEN 517 deC. scoparium
mostrou-se mais agressivo comparado ao CEN 4@ sparium, quando quantificados
0s niveis de incidéncia da mancha foliar.

Os dados obtidos na esporulacdo dos antagonistasremparboilizado e milheto
revelaram grande variacdo entre esses isoladosol@do CEN 262 T, harzanum)
apresentou maior produgédo de esporos em amboshbsgratas, aos 07 e 11 dias de
incubacgédo (capitulo III).

Nos experimentos para a avaliacdo da promocaoeseicrento, utilizando cinco
isolados deTrichoderma selecionados nos ensaios de laboratorio, o iso2iEN 262
apresentou um incremento significativo da matéeieasdas raizes, da parte aérea e da
altura das mudasn vitro, constatou-se a producao de AIA pelos seguintdades: CEN
209, CEN 500 e CEN 262. O isolado CEN 262 apresecbncentracdo do hormonio 19
vezes maior que o CEN 209. Os isolados CEN 162, @& CEN 498 demonstraram

capacidade de colonizar raizes de eucalipto (dagW.



General Abstract

Trichoderma spp. as agents for biocontrol of leaf-spot causday Cylindrocladium

scoparium and as growth promoter in eucalyptus seedlings

A brief survey of leaf pathogens in a commerciaduction area of eucalyptus
seedlings in a commercial nursery in the municipatif Luziania (GO) showed the
occurrence of five pathogenS: scoparium, Pleospora sp.,Hainesia sp.,Pestalotiopsis sp.
and Rhizoctonia solani (Chapter ). Among these pathogens of eucalypHuga{yptus
spp.), leaf spot caused Bylindrocladium spp. Morgam (TeleomorplCalonectria sp. de
Not) stands out. This disease is especially impornta nurseries that produce eucalyptus
seedlings, especially in the cloning of hybrid specControl of the disease has been based
mainly on treating plants with fungicides at allgs of eucalyptus cloning.

In Chapter I, liquid culture media SG (Sucrose€alse), BD (Potato-Dextrose)
and SDY (Yeast extract) were tested to produceespofC. scoparium. The SG liquid
medium enabled the production of conidia of twchpgen isolates, which were showed to
be infective in eucalyptus leaves.

To draw up a biological control program againshpldiseases, it is necessary and
appropriate to select well adapted antagonisth wihigh degree of control against the
plant pathogens and, preferably, to promote gr@amthrooting of the minicuttings.

In this study five isolates dirichoderma were selected through vitro andin vivo
tests. The biological control of two isolates @flindrocladium scoparium in detached
leaves was evaluated, as well as the ability of #iméagonist isolates to produce
indoleacetic acidlAA) growth hormone and for endophytic colonization seedlings of
hybrid clones (G-100) of eucalyptus. The promotdmplant and root growth was studied

in Eucalyptus urophillla seedlings obtained from seeds and in the hybrid0G-



(Eucalyptus urophilla x Eucalyptus grandis) obtained by cloning. The capacity of
Trichoderma isolates to sporulate in two solid substratesjngraf parboiled rice and
millet, was also studied.

Thein vitro experiments consisted of pairing colonies and sixygpthe pathogen to
volatile and non-volatile metabolites produced Wsichoderma spp. Morphological
changes were observed in hyphae and inhibition io&lal growth ofC. scoparium. On
detached eucalyptus leaves, the finechoderma isolates gave protection against the
disease, and isolate CEN 517fscoparium proved to be more aggressive than CEN 494
of C. scoparium, when the levels of incidence of leaf spot werardified.

The results obtained for sporulation of antagonistgrains of parboiled rice and
millet showed great variation between these isslalbe isolate CEN 262 (harzianum)
showed higher production of spores in both suledraat 07 and 11 days of incubation
(Chapter 1l1).

In experiments to evaluate growth promotion, uding isolates ofTrichoderma
selected in laboratory tests, isolate CEN 2@z2ichoderma harzianum) showed a
significant increase in dry roots, shoots and heighthe seedlingdn vitro, the production
of IAA was observed in the following isolates: C2R9, CEN 500 and CEN 262. Isolate
CEN 262 presented concentration of the hormonewaat 19 times greater than that of
CEN 209. CEN 162, CEN 262 and CEN 498 isolates destnated capacity to colonize

roots of eucalyptus (Chapter V).



Introducéo Geral

As florestas existentes no mundo somam cerca déogbéhdes de hectares,
cobrindo aproximadamente 30% da superficie tegekirglobo. Cinco paises concentram
mais da metade desta area — a Federacdo Russig, Baaada, Estados Unidos e China.
No Brasil, cuja area territorial € de 851,5 milhdeshectares, ha 477,7 milhdes de hectares
cobertos com florestas. As plantacdes florestametoiais ocupam 0,67% do territério
nacional, somando 5,74 milhdes de hectares, das, @85 milhdes séo de eucalipto; 1,82
milhdes dePinus e 370,5 mil de outras espécies (SBS, 2007).

O eucalipto Eucalyptus spp.) ocorre naturalmente na Australia, Indonésiaas
proximas. O génerdcucalyptus pertence a familia das Mirtdceas, com cerca de 600
espécies e subespécies, apresenta ampla plasticalatispersdo mundial, crescendo
satisfatoriamente em diferentes situacbes edafatbias. Menos de 1 % dessas 600
espécies tém sido usadas com propadsitos industissam, o uso do eucalipto na industria
mundial é baseado em trés espéciesglobulus, E. grandis e dos hibridos gerados do
cruzamento cork. urophylla (Santos et al., 2001).

E notdrio que as florestas nativas foram explorddasionalmente ao longo dos
séculos, devido a grande demanda por madeira, upaetd muito tempo foi o principal
combustivel disponivel, e de matéria-prima paraamstrucoes. Aos poucos, as florestas
plantadas vém ocupando esse papel, promovendo serymedo e a restauracao das
florestas nativas remanescentes. O Brasil é o sébmiis do mundo em areas plantadas
com florestas, que representam aproximadamente da&¥areas agriculturaveis do Pais.
A presenca dessas florestas cultivadas se traduzgamhos ambientais evidentes,
reduzindo a pressao sobre as florestas naturaiatebrindo para a recuperacdo de areas
degradadas e preservacao dos solos. As caracesistimaticas do Brasil e a tecnologia

de manejo florestal aqui desenvolvida fazem da |giceultura uma atividade



extremamente promissora, economicamente viaveliemtatmente correta e socialmente
justa. Desta atividade silvicultural, destina-se@palmente a producéo de papel e carvao,
mas 0 setor congrega também as empresas floresltaslas para geracdo de energia,
indUstria moveleira, painéis de madeira e mad@ilida A cadeia produtiva, que tem por
base as florestas plantadas, gera cerca de 4,bewilthe empregos e € responsavel por
4,5% do Produto Interno Bruto, (Abraf, 2005).

Atualmente, quase tudo se aproveita na eucaligtoeul Das folhas, extraem-se
Oleos essenciais empregados em produtos de limpéaeenticios, perfumes e até na
medicina. A casca oferece o tanino, usado paranmmto do couro. O tronco fornece
madeira para sarrafos, lambris, ripas, vigas, ppstas, esteios para minas, mastros para
barcos, tAbuas para embalagens e méveis. Suagfibtiizada como matéria-prima para

industria de papel e celulose (Alfenas et al., 2004

Em condi¢bes de viveiro, as doencas que maisnafakamudas de eucalipto sao:
tombamento e podriddo de estacas para enraizameagananchas foliares causadas por
espécies d€ylindrocladium. O mecanismo de ataque deste patégeno ndo estadntal
elucidado, porém, sabe-se que a atuacdo de exaneilfitotoxinas produzidas por estes
organismos sao importantes na penetracdo e cot@oizio hospedeiro (Schwan-Estrada
et. al., 2003)Cylindrocladium spp. sdo espécies que produzem estruturas dénesistos
microesclerécios, responsaveis por sua sobreviaéms tecidos das plantas infectadas e
no solo, sob condi¢des adversas. Quando as raggdahtulas entram em contato com os
microesclerddios, estes germinam, originando ac@dfe (Cordell et. al., 1989). Tanto o
Cylindrocladium quanto outros fungos fitopatogénicos causam redugd taxa de
crescimento e desenvolvimento da planta, motivamtadanos na parte area, caule ou

radicular, reduzindo a qualidade e a qualidadepdodutos (Isaac, 1992).



Morgan em 1892, trabalhando com folhas @leditshia triacanthos, descreveu o
géneroCylindrocladium, como organismo de reproducdo assexuada que tegémero
Calonectria De Not, a sua fase sexuada ou perfeita, pertemdenfilo Ascomycota (Crous

& Wingfild, 1994),

Fungos do géner@ylindrocladium podem causar variados tipos de sintomas em
todos os 6rgaos e estadios da planta. A incidélesaes fungos na producdo de mudas de
eucalipto por estaquia em viveiros pode ocasia@mrabamento durante o enraizamento. Os
sintomas de tombamento séo: apodrecimento das mipesteriormente do caule e morte
da planta. Sinais do patégeno podem ser obserneadderma de micélio cotonoso branco
nas areas afetadas. Brotacdes infectadas, substtzodejas e tubetes contaminados
podem, nesta fase, constituir fontes de indcul@ e estacas (Alfenas et al., 1997).
Manchas foliares em eucalipto derivadas da pategéde fungo podem ser encontradas
em quaisquer partes das folhas e em diferentegsdada planta, com maior importancia
nos estadios mais jovens do eucalipto (Ferreir@9)190s sintomas das manchas foliares
sdo numerosas lesdes no limbo, individualmente ggexgi (1 a 7 mm de diametro),
circulares a alongadas (Ferreira et al., 1992), cimais caracterizados também pela

presenca de um micélio cotonoso.

O conceito de controle de doencas mudou nas @tiodaadas. Anteriormente, 0
objetivo era eliminar completamente o patdogeno conso indiscriminado e continuo de
produtos quimicos, sem medir as consequéncias. ffesedimento provocou alteracdes
no ambiente, como a selecdo de patdgenos resst@taréncia de surtos de doencas
consideradas secundarias, diminuicdo de microsges benéficos, aléem dos efeitos
nocivos ao homem, animais e na qualidade ambieotah o crescente acumulo de

residuos no solo, na agua e nos alimentos (Grig@(@00).



Nos dias atuais, tem-se notado uma crescenteypag@o, em todo o mundo, com
0os problemas ambientais decorrentes das diversaslades humanas, incluindo a
agricultura. Essa preocupacao, que se traduz neabpgr uma agricultura “limpa”,
alimentos sem residuos e conservacdo dos recuato®is, demanda novas tecnologias,
assentadas nos conceitos ecologicos e de sustielaiddi O controle bioldgico se ajusta a

esses conceitos, por isso vem ganhando mais espagotimos anos.

Cook e Baker (1983) conceituam controle biolégiomo reducdo da densidade de
inbculo ou das atividades determinantes da doemgaopada por um patdgeno ou
parasitando seus estados de atividade ou dorm@aciam ou mais organismos, realizado
naturalmente ou através da manipulacdo do ambiragpedeiro ou antagonista, ou pela
introducdo em massa de um ou mais antagonistas.ni&tedo tem sido usado no controle
de varios fitopatdgenos presentes em diferentearaslcomo as hortalicas, cereais, soja,
feijdo, eucalipto, dentre outras. Os componentesaidrole biolégico de plantas sédo os
patdgenos, 0s hospedeiros e 0s antagonistas, gim@goanum sistema biol6gico, onde

todos sofrem isolada ou conjuntamente influénctaardbiente (Bettiol 1991).

Existe uma grande quantidade de produtos a basendes disponibilizada para
comercializacdo, com registro, no exterior. Esgedyios apresentam qualidade variavel
em termos de formulacdo, concentracdo do ingredliativo e vida de prateleira. Os
biofungicidas sdo resultados de um processo qlig eselecédo do agente de biocontrole,
com extensiva avaliacdo da eficacia, desenvolvimdatformulado, registro, “scale up” e
avaliacdo do mercado (Tigano & Mello, 2006). Eleslgm ser aplicados diretamente no
solo ou em tratamento de sementes ou, ainda, aoocalantes de partes aéreas, tais como

folhas e 6rgdos de propagacao, a depender dadagplanta que se deseja proteger.



Os fungos anamorficos do génefachoderma (Hipocrales, Ascomycotagstao
entre 0s microrganismos mais estudados como ageetdsiocontrole. Eles tém sido
também amplamente relatados como promotores deiroeaso (Bettiol & Ghini, 1995;

Fortes et al., 2007).

A literatura traz exemplos, como no caso do isda®l. harzianum 2413 citada
por Benitez et.al. (2004), que estimula o crescimde plantas de tomate, fumo e algodao
€ a0 mesmo tempo as protege contra varios patédéngeos. Certos isolados seriam
capazes de colonizar raizes produzindo compostas egiimulam crescimento e
mecanismos de defesa das plantas a doencas esestadsoticos. Ainda, de acordo com
esses autores, junto com a sintese ou estimulagd@raducdo de fitohormdnios
estimuladores do crescimento, alguns isoladok iibhoderma acidificam o ambiente a sua
volta, por secre¢do de A&cidos organicos resultadtesmetabolismo de compostos
carbobnicos, principalmente glicose, por isso sdpares para solubilizar fosfatos e
micronutrientes. Embora a habilidade de isoladosldehoderma como protetores de
plantas a doencas radiculares seja atribuida awsfdiretos contra os patégenos, a
propria associacdo do agente de biocontrole comaiass também resultaria em efeitos

benéficos nas plantas.

O primeiro trabalho que descreVeichoderma como agente de biocontrole de
fitopatogenos foi publicado por Weindling (1932kdde entdo, varias espécies do género
vém sendo pesquisadas e desenvolvidas como biofdagi para diversos fungos
fitopatogénicos (Adams, 1990). Trata-se de um géf@mado por fungos cosmopolitas
de solo e freqientemente encontrado associado @inam&in decomposi¢cdo, com especies
que sado eficientes produtoras de enzimas industegi por isso, economicamente
importantes (Druzhinina & Kubicek, 2005). Muitosogdrodutores de antibioticos ou tem

aplicacdo no controle bioldgico, por diferentes amsmos (Harman, 2000).



O géneroTrichoderma foi proposto por Person (1794). Porém, sua tax@sam
identificacdo até os dias de hoje permanecem ddisCINS caracteristicas macroscoépicas
adotadas para diferenciacédo do género (rapidoigresto em meio de cultura, micélio
aéreo esparso e pustulas conidiogénicas verdesmauds) e mesmo, as caracteristicas de
conidioforos e conidios, sao variaveis e em mutEs semelhantes as encontradas nos
génerosGliocladium Corder eVerticillium Nees (Gams & Bisset, 1998). Rifai (1969)
propés um delineamento genérico, pelo qual, reamrhese nove espécies agregadas:
hamatum Bain, T. viride Persoon T. aureoviride Rifai, T. harzanum Rifai, T. koningii
Lieckfeldt, T. pseudokoningii Rifai, T. longibrachiatum Bissett T. polysporum Link e T.
glaucum Rifai, admitindo que algumas delas, particularmé@nteamatum, possam conter
duas ou mais espécies morfologicamente indistiBiaset (1991) e Gams & Bisset (1998)
revisaram as espeécies agregadas de Rifai, estabdtea subdivisdo do género em cinco
secdesiongibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum and Hypocreanum.
Estes ultimos autores sugerem que talvez as espacgerem acomodadas no género
possam, em alguns casos, serem resolvidas tao-sorpen suas conexdes com O0S
teleomorfos (que no caso @iocladium parece ser polifilético) e a partir de estudos de

relacionamento genético, mediante investigacao cutze

De acordo com os atuais conceitos, a maioria d@samostrados e determinados
antes de 1969 estariam incorretos (Druzhinina &i&ely 2004). Estes autores propdem a
utilizacdo de marcadores moleculares, especialmastaliferencas na sequéncia de
nucleotideos das regifes ITS1 e ITS2 para deteglinale espécies. Com esses
marcadores, teriam sido distinguidos 70 de 77 éspéleTrichoderma e Hypocrea. De
acordo com os autoreglguns dos taxa néo identificados, uma vez deldoganmediante a
utilizagdo desse método, poderiam ser mais facteneseparados por critérios

morfologicos.



A despeito do que foi dito anteriormente, a maidida espécies diichoderma
seguem sendo definida com base na morfologia, etg@malises de sequéncias génicas
tém sido empregadas apenas como complementos fiemamdio ou distincdo de taxa.
Chaves de identificacdo podem ser encontradaspenmafimpressa, como a proposta por
Gams e Bisset (1998) ou interativa disponivel na termet

(http://nt.ars.grin.gov/taxadescriptions/kelyschoder maindex. cfm).

O sucesso no uso de espéciesTdehoderma no biocontrole de fitopatégenos
reside em sua alta capacidade reprodutiva, hatddidde sobreviver em condi¢oes
desfavoraveis, eficiéncia na mobilizacdo e absodgdioutrientes, capacidade de modificar
a rizosfera (acidificacdo pela producdo de acidgérocos), agressividade contra fungos
fitopatogénicos e eficiéncia como promotoras demeslvimento das plantas (Chet et al.,
1997) e na estimulacdo dos seus mecanismos deadEfedMeyer et al, 1998; Yedidia et

al, 2001).

Os mecanismos utilizados pelas espéciesTdehoderma para reconhecer e
controlar os fungos fitopatogénicos nao é totalmestinhecido, apesar de que alguns
determinantes desses mecanismos ja foram idedofcgGrinyer, 2005). Antagonistas
desse género utilizam basicamente quatro mecanisdgosacdo no controle de
fitopatdogenos:micoparasitismo, antibiose, competicdo e a indug@domecanismos de

defesa da planta (Van Driesche & Bellows, 1996).

De acordo com Cassiolato (1998) o micoparasitismam@ forma comum de
associagcdo entre organismos, por meio do qual wsdedscem relagcdes nutricionais
favoraveis a existéncia do micoparasita, que p@iepancipalmente: necrotréfica — o
micoparasita mata o hospedeiro, utilizando seuetmt celular como fonte de nutricao;

biotréficas — o micoparasita obtém nutrientes ddslas do hospedeiro sem acarretar, a



estes, danos imediatos. De acordo com Benitez @0#l4), o micoparasitismo como acao
direta de um fungo contra outro fungo compreendecamplexo processo que envolve
eventos sequenciais, incluindo reconhecimentouataca subseqtiente penetracéo, seguida

de morte do hospedeiro.

Outro mecanismo de acdo que também pode ocorrantdurinteracdes do
Trichoderma com fungo é a antibiose, onde h& envolvimento atapostos difusos de
baixo peso molecular, os antibi6ticos na inibicaduhgo alvo A maioria dos isolados de
Trichoderma produzem metabolitos toxicos volateis e ndo vidates quais atuam na
supressdo da colonizacdo do organismo atingido.tr®ensses metabdlitos, séo
conhecidos: acido harzianico, alamethicinas, ttioho antibiéticos, glisopreninas, acido
heptelidico, gliovirina, viridina e massoilactorefitez et al., 2004). Weindling (1934)
demonstrou a producdo, pdr lignorum, de um metabdlito descrito por ele como
“principio letal”, com capacidade de controlar esmimento micelial deérhizoctonia
solani Kiihn e outros fungos vitro. Esse “principio letal” foi identificado postennente
como o antibidtico Gliotoxina (Weindling, 1941). partir dos trabalhos pioneiros
conduzidos por Weindling, varios outros foram cazidas, resultando na identificacdo de

um vasto numero de antibidticos produzidos pordsng

Competicdo tem sido considerada um dos mais efegemecanismos de acao
usados pofrichoderma e esta relacionada a capacidade desses orgaresmo®bilizar e
absorver prontamente os nutrientes a sua voltausildmr diferentes fontes, por exemplo,
de carbono. Assim eles se multiplicam e colonizapidamente a rizosfera. Além disso,
varias espécies deichoderma se caracterizam por sua resisténcia a difereotepastos
toxicos, ndo apenas aqueles produzidos e libega@las plantas em resposta ao ataque por
patogenos, como também, a varios agrotoxicos comtemeilizados na agricultura (Chet
et. al.,, 1997; Benitez et al., 2004). Também a @tit§o por espaco ou sitios de infeccao
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podera ocorrer concomitantemente contribuindo paawvidade de biocontrole (Vinale et.
al., 2008). De acordo com Gullino (1992), o corrdéBotrytis cinerea Persoon ex Fries
em videiras porT. harzianum é decorrente da colonizacdo dos tecidos floraig® qu
constituem os sitios de infeccdo do patogeno. S&abhet (1989) postularam que a
competicdo por nutrientes seja o principal mecanigsado poil. harzianum no controle

de Fusarium oxysporum Schlecht. sp.melonis.

A inducédo de resisténcia € outro mecanismo de a@enioldgico no qual a planta
responde a agressao por patdogenos por meio dagamde fitoalexinas, lignina adicional
das células e compostos fendlicos (Horsfall & Cogli 1980; Bailey, 1985). Tais
respostas podem também ocorrer ao contato comisngas ndo patogénicos ou isolados

nao virulentos do patdgeno (Van Driesche & Bellotg96).

Vérios estudos coriirichoderma vém indicando a capacidade de certos isolados
em promover o crescimento de plantas. Em trabatboduzidos por Melo (1996), duas
linhagens mutantes dé&. koningii antagbnicas aSclerotinia sclerotiorum de Bary
revelaram ser eficientes produtoras de celulasam ale promoverem emergéncia e
acumulo de massa seca em plantulas de pepino. d@e&04) observou que sementes de
milho inoculadas com um isolado de harzianum, também, promoveram acumulo de
massa seca nas raizes. Embora os mecanismos pelss isplados dérichoderma
possam atuar como promotores de desenvolvimenptadeas ndo estejam completamente
elucidados, existem evidéncias da producéo de dodtdacetico (AlA), cujas principais
funcdes nos vegetais superiores consistem na Eguldo crescimento por elongamento
de caules jovens (Gravel, 2007). Esse mesmo aiiégrainda, a solubilizacdo de fosfato
por Trichoderma e consequiente disponibilizacdo de fosforo, um amadriente

extremamente importante para desenvolvimento dag&si agricolas.



As espécies dérichoderma possuem um amplo espectro de acédo, podendo atuar
contra patdégenos de raizes, foliares e nas fasgwée pds-colheita. Dentre varios
exemplos de biocontrole de doencas exercidoTpmhoderma, citam-se o controle de
Pythium Pringsh (Naseby et. al.2000); tombamento e manchas foliares em diversas
culturas Rhizoctonia solani) por T. longibrachiatum e T. inhamatum, neste ultimo caso,
atuando sobre os esclerddios do patogédondom et. al.,2003); murcha verticilar
(Verticillium dahliae Kleb) em berinjela (Corder & Melo, 1998); manchas fasiC.
gpathulatum EI-Gholl em erva-mate (Gomes et. al., 2001); galidddidogyne javanica
Treub) em tomateiro (Sharon et. al., 2001); bema;arontrole de doencas causadas por
Venturia Sacc spp.Botrytis (Hjeljord et. al., 2001; Lisboa et. al., 200rinipellis
perniciosa Stahel, (Sanogo et. al., 2002), todos de pareaaé controle de doencas nas
fases de pré e pos-colheira também tem sido radost como por exemplo, em
tubérculos (Okibo & lkediugwu, 2000) e protecadosgenentes (Burns & Benson, 2000;

Harman et al, 1980).

As metas buscadas pelos agricultores - aumentaathutpvidade e reducdo dos
custos de producéo - podem ser alcangadas com nimaonde impacto ao meio ambiente,
utilizando o controle biolégico (Rezende et. al02). No caso das doencas causadas por
Cylindrocladium, o controle quimico mantém-se como método de clentnais utilizado.
Entretanto, Yang (1995) comprovou a eficiénciardtamento de pré e poés-emergéncia de
Pinus vermelho com isolados @echoderma. Resultados obtidos, utilizando esse fungo
como promotor de desenvolvimento de plantas e mirale da mancha foliar abrem
possibilidade de aplicacdo pratica desse agentégimo, na producdo de mudas de

eucalipto, em escala comercial.
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CAPITULO |

Ocorréncia de doencas foliares em viveiro de eucpldo comercial no municipio de
Luziania (GO)

Resumo — Um projeto para o manejo de doencas na agmeulieve basear-se em
diagnosticos dos problemas nas areas de cultiveimAso objetivo deste trabalho foi
verificar a ocorréncia de doencas foliares em wivde eucalipto comercial no municipio
de Luziania (GO). No ano 2007, foi detectada arréomia de seguintes patdégenos
foliares: Pleospora sp., Hainesia sp., Pestalotiopsis sp., Cylindrocladium scoparium e
Rhizoctonia solani. Os dois ultimos apresentam elevado potencidiudta® para a cultura

do eucalipto, especialmente em minijardim clonal.

Termos para indexacgéo: Patdgenos de eucalipto,hadakiar e mudas de eucalipto.

Abstract — A project for disease management in agriculsineuld be based on diagnoses
of the problems in crops. Therefore, the goal &f Hiudy was to assess the occurrence of
eucalyptus leaf diseases in a commercial nursetigarmunicipality of Luziania (GO). In
the year 2007, the occurrence of the following |eathogens was detectd®leospora sp.,
Hainesia sp., Pestalotiopsis sp., Cylindrocladium scoparium and Rhizoctonia solani. The

last two have a high destructive potential for tudtivation of eucalyptus, especially in

clonal minihedges.

Index terms: Eucalyptus pathogens, leaf spot amadli¢ptus seedlings
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Introducao

O géneroEucalyptus, pertencenté familia das Mirtaceagycorre naturalmente na
Australia, Indonésia e ilhas préoximas, tais conurdd, Alor e Wetar. Ele representa cerca
de 600 espécies e subespécies, com ampla pladaceladispersdo mundial e cresce
satisfatoriamente em diferentes situacbes edafatitas, extrapolando aquelas das
regides de origem (Santos, et al., 2001).

Nos ultimos anos, tém sido relatados inUmeros fsiqEaiogénicos na cultura do
eucalipto, em areas cultivadas de diversos paZesi§ et al., 2006). Dentre os causadores
de manchas foliares, destacam-se como princip&ig@aos, as espéci€ylindrocladium
scoparium e Rhizoctonia solani. Outros fungos, embora muito freqiientes, vém sendo
relatados como patdégenos secundafestalotiopsis sp.,Hainesia sp. ePleospora sp.

O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorrénde patégenos foliares em clones
de eucalipto e identifica-los, como subsidio partarbs estudos visando ao manejo das

doencas do eucalipto nas condi¢cdes do Planaltoalent

Material e Métodos

Folhas com sintomas de doencas fungicas foramacialstde minijardim clonal e
de viveiro e plantas adultas de eucalipto, em éosaercial localizada no municipio de
Luziania (GO). As folhas coletadas foram examinaatasnicroscopio estereoscopico, no
laboratério de Fitopatologia do Nucleo Tematico @entrole Biolégico da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologiapds serem lavadas com agua e sabdo e enxugadas
com papel filtro, os tecidos foliares foram secadws nas margens das lesdes. Os
fragmentos foram tratados com alcool 70% por 3Qurségs, seguido de hipoclorito de
sédio (0,1%) por 1 minuto e, finalmente, lavadosGgua esterilizada. Esses fragmentos

foliares foram, entdo, plaqueados em meio de bdtataose-agar (BDA) e incubados a
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25°C, com fotoperiodo de 12 horas. As coldnias dedeitles foram transferidas para
outras placas contendo o mesmo meio, obtendo-saltasas puras, como recomendado
por Alfenas e Mafia (2007). A identificacdo dosdagenos foi realizada de acordo com as
descricbes de Ferreira e Milani (2002) e Alfenaale{2004) com excecao drRheospora

que foi identificado de acordo com Arx e Muller TE9.

Resultados e Discussao
Séao relatadosinco géneros de fungos fitopatogénicos, de quatipos distintos,
isolados a partir das amostras foliares, procedeageviveiro comercial de eucalipto, no

municipio de Luziania (GO), conforme Tabela 2 auFag 1, 2, 3, 4 e 5.

Tabela 1 — Patdégenos foliares identificados em aamdoliares procedentes de viveiro
comercial de eucalipto, Luziania (GO).

Grupos Patdgenos foliares Sintomas
Ascomicetos: Pleospora sp. Pequenas lesdes necroticas foliares assiagtnia parte adaxial
das folhas.

LesGes foliares circulares, de coloragdo marromaslae

contornadas por halo marrom-avermelhado.
Hainesia sp.

Lesdes necréticas em folhas e haste de estacamiestacas.
Geralmente associado a hospedeiros debilitados iajlaias

Pestalotiopsis sp. ocasionadas no processo de preparo de estacasestatas, por
isso é considerado um patégeno oportunista.

Celomicetos:

Manchas foliares geralmente pequenas, circularesraxeadas,

- . . distribuidas sobre o limbo foliar. Incide em mirpas clonais e em
Hifomicetos: Cylmdrocladmm mudas na fase de aclimatac&o.
scoparium

Lesdes inicialmente acinzentadas e Umidas. Depsisad lesfes se
tornam secas, adquirindo tons de marrom a cinzémio foliar
Agonomicetos:  Rhizoctonia solani pode se apresentar totalmente necrosado ou resqimertesdes de
tamanhos e formatos irregulares, devido a pardlsaglo
crescimento, por falta de continuidade da umidawlgiental.
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Figura 1 — Mancha foliar causada ptainesia: A) Sintomas foliares; B) estruturas esporogénicas
do patégeno; C) Estruturas esporogénicas e esgonaatdogeno.

Figura 2 — Mancha foliar causada peestalotiopsis sp: A) Sintomas foliares com Sinais dos
patégenos; B) Conidioma acervular do patégeno; @pria do patégeno em meio BDA; D e
E)Conidios ao microscépio 6ptico;
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Figura 3 — Mancha foliar causada deospora sp.; A) Sintomas foliares B)Colonia do patégeno
em meio; C) Detalhes do pseudotécio esférico astio] D) Ascos bitunicados.

Figura 4 — Mancha foliar causada poylindrocladium scoparium: A) Sintomas foliares; B)
Colbnia do patégeno em meio; C) Conidi6foros, casi@ hifa estéril do patogeno; D) Hifa estéril
do patdgeno; E) Conidios bicelulares; F) Estrutdea resisténcia ambiental do patégeno
(microesclerécios).
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Figura 5 — Mancha foliar causada fiRiizoctonia solani: A) Sintomas foliares; B) Hifa tipica do
patégeno, mostrando ramificacdo em angulo retg® s constricdo proximo a ramificacéo; C)
Manchas foliares.

De acordo com Kimati et al., (2005) e Alfenas et €004), manchas foliares
causadas pdC. scoparium e R. solani ndo representam riscos para o eucaliptal em campo,
pois essas manchas e posteriores desfolhas sddasupelo rapido re-enfolhamento das
plantas. Ja& em viveiros de mudas, as infeccOesepses patdogenos podem reduzir
drasticamente a producéo de cloridginesia sp.,Pleospora sp. e Pestalotiopsis sp., vém
sendo relatados como patdégenos secundarios, ppagdem se relevantes sobretudo na

producéo de clones, quando os tecidos ainda jesa@mmais susceptiveis.
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CAPITULO II

Producao de conidios d€ylindrocladium scoparium em meios liquidos

Resumo — O objetivo desse trabalho foi estabelecer mébgin para producdo de
conidios do patdgeno d€ylindrocladium scoparium em meio liquido e avaliar a
infectividade dos conidios em folhas de eucaliptos trés meios liquidos testados, SG
(Sacarose-Glicose), BD (Batata-Dextrose) e SDY réfatde leveduras) apenas o meio
liquido SG mostrou ser adequado para cultivo dgduproporcionando uma concentracéo
de esporos 2 x £0e 4 x 18 conidos/ml para os isolados CEN 494 e CEN 517,
respectivamente. Com os meios BD e SDY constatoa-seiceliacdo e formacéo de
microesclerécios em abundancia, sem producéo dieliosnOs conidios obtidos foram
coletados por filtracdo em duas camadas de gazm, a@arte liquida aspergida na
superficie de folhas destacadas de eucalipto. @®nsas da mancha-foliar foram

verificados cinco dias ap0s a inoculagéo.
Termos para indexacgéo: producado de indculo, mafottzei-do eucalipto, fungo.
Production of Cylindrocladium scoparium conidia in liquid medium

Abstract — The goal of this study was to establish a metdtogy for production of conidia
of the Cylindrocladium scoparium pathogen in liquid medium and to evaluate the
infectivity of conidia in eucalyptus leaves. Amotige three liquid media tested, SG
(Sucrose-Glucose), BD (Potato-Dextrose) and SDYYgHst extract), only the SG liquid
medium was shown to be suitable for cultivation tbe fungus, providing spore
concentration of 2 x foand 4 x 18 conidia/ml for CEN 494 and CEN 517 isolates,
respectively. With the BD and SDY media, myceliatend formation of microesclerotia

were found in abundance, without conidia productidhe conidia were collected by
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filtration in two layers of gauze, with the liqumhrt sprayed on the surface of detached
eucalyptus leaves. Leaf spot symptoms were cheokedays after inoculation.

Index terms: Liquid medium, leaf sp@ylindrocladium.

Introducéo

O géneroCylindrocladium Morgan (teleomorfoCalonectria De Not) compreende
espécies habitantes de solo que causam doencasmase diversas familias botanicas
em todo o mundo, embora existam representante® dggsero que sao tipicamente
saprofiticos. Os sintomas caracteristicos das esppatogénicas deylindrocladium sao:
podriddo radicular, murcha, manchas foliares eeles@ecroticas em frutos (Crous &
Wingfild, 1994). Em eucalipto, esse fungo é respwak por doencas em campo e
minijardim clonal, exigindo medidas de controlemmoo cultivo devariedades resistentes
e aplicacdes de fungicidas (Ferreira e Milani, 2088tudos recentes vém demonstrando o
potencial de fungos antagonistas, cofnichoderma, para controle biologico das doencas
de parte aérea causadas por esse patogdaad, €t al., 2000;Perello, et al., 2003 As
pesquisas na busca de agentes de biocontrole damacefita quantidade de esporos,
muitas vezes ndo alcancada pelo método de cultiveneio agarizado. O cultivo de.
scoparium em meios liquido foi testado como metodologiaradiBva para a producéo de
conidios infectivos em quantidade suficiente paraatizacdo de bioensaios no estudo de
controle bioldgico Esse trabalho objetivou avaliar a esporulacdo de idolados deC.

scoparium patogénicos ao eucalipto em meios de culturadagui

Material e Métodos

Foram utilizados os isolados d& scoparium CEN 494 e CEN 517 obtidos de

amostras foliares de eucalipto, procedentes daal&stde Goias e Sdo Paulo. Os meios
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testados foram: BD (batata-dextros8RY (peptona 10g/L; dextrose 40g/L; extrato de
levedura 10g/Le SG,(Sacarose, 0,2/L; Glicose, 0,2/L; KNQ,0/L; KH,PQO,, MgSQ, . 7 hO,

0,5/L; KCI, 0,5/L).

Foram utilizados trés frascos por tratamento denaneyer de 500 mL, cada um
recebendo 250 mL de meio liquido. Ap6s vedacadrassos foram autoclavados a P20
durante 25 minutos. Cada frasco recebeu, assemintamsete discos de (5 mm de
didmetro) retirados de colbniagesenvolvidos em meio de batata-dextrose-agar (BRA)
25 °C e fotoperiodo de 12 horads culturas liquidas foram incubadas em estufas
incubadoras (Lab-line incubator-shaker modelo NTL)7Xom agitagdo a 150 rpm, a
temperatura de 25 °C, durante 15 disds esse periodo, as culturas foram filtradas em
camada dupla de gaze e observadas em microscdpo.dpuando constatada a presenca
de conidios, foram estipuladas as concentracoested @le infectividade dos conidios
produzidos foram realizados em folhas destacadaslatees de hibridosE(calyptus
grandis x Eucalyptus urophylla). As folhas destacadas utilizadas nos experimentasnfo
obtidas de plantas do mesmo clone, procedentesrdgnaim clonal de eucalipto, livres
de doencas, estabelecidas em casa de vegetacd®mim@pa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Utilizaram-se folhas jovens, comdeale 10 a 15 dias, que tiveram seus
peciolos destacados junto as hastes. As folhagiaprente lavadas com agua destilada,
tiveram os peciolos envolvidos em algoddao umedeoiso agua destilada esterilizada e
foram, entéo, dispostas sobre papel de filtro, Bambmedecido com agua esterilizada, em
caixas do tipo gerbox (um par de folhas/caixa)n@iulo foi aspergido sobre as folhas, na
concentracéo de I€n/mL, para ambos os isolados@lescoparium. Apés inoculacéo, as
caixas gerbox foram envolvidas com pelicula plastimnsparente de PVC, a fim de
manter a umidade no seu interior, sendo mantidasesa bancada de laboratorio, a

temperatura ambiente. Para cada tratamento foriimadas trés repeticoes.
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Resultados e Discusséo

Producéio de conidios foi verificada no meio SG, casentracdes 2 x 1@ 4 x
10° para os isolados CEN 494 e CEN 517, respectiv@n&om os meios SDY e BD,
ocorreu miceliacdo e formacado de microesclerécansabundancia, ndo sendo detectada
presenca de conidios.

Folhas destacadas de eucalipto, inoculadas conerssps de conidios obtidas do
meio SG desenvolveram as lesdes tipicas da maontihaihduzidas pelo patogends
lesGes comecam com pequenas manchas cinza quequostate crescerem e formaram
lesbes com margens avermelhadas e centro marronesdss exibiram massa branca e
brilhante de conidios sobre a superficie abaxidiottea, aos 3-5 dias apds a inoculacéo,

conforme descrito por Keane et al. (2000 ) e Qld).g2003).

Os resultados obtidos neste trabalho revelam queducao de conidios dos dois
isolados deC. scoparium ocorreu no meio de cultura liquido relativamentésnpabre em
nutrientes. Dai presume-se que o estresse causkresgotamento dos nutrientes no meio
tenha sido fator determinante para a esporulacadungo. Segundo Carnauba et al.
(2007), nem sempre as condi¢cdes que favorecemsoimmrento do fungo sédo as mesmas
para esporulagdo. Sabe-se ainda que, alguns meiogltdra sdo mais favoraveis para a
esporulacdo de fungos que outrBesultados semelhantes foram obtidos por Marins,
al. 2007, com isolados d€oalletotrichum gloeosporioides patogénicos ao maracujazeiro,
onde os maiores niveis de esporulagédo foram vadifis em meio mais pobre, que no caso
foi o BD, comparado aos meios contendo nutrientlisiamais (BD com extrato de
levedura e V8).

O cultivo deC. scoparium em meio liquido mostrou ser viavel para a prodwg#o

conidios, atendendo as necessidades de inécul@paressaios em controle bioldgico.
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CAPITULO III

Avaliacéo de isolados dd@richoderma no controle da mancha foliar do eucaliptan
vitro e quanto a esporulacdo em dois substratos solidos

Resumo- Este trabalho teve como objetivo avaliar o patdrde isolados dérichoderma
spp. no controle da mancha-foliar do eucalipto adasporCylindrocladium scoparium
por meio de ensaias vitro e utilizando folhas destacadas, como também, detarma
capacidade de esporulacédo dos isoladoBriboderma spp. em dois substratos, graos de
arroz parboilizado e de milheto. Os experimemtogtro consistiram em pareamentos de
culturas e exposi¢ao do patdégeno a possiveis migtebéolateis e ndo volateis produzidos
por Trichoderma spp. Foram constatadas, por exames ao microsd@plaz, alteragbes
morfologicas em hifas e inibicdo no crescimentoatiat de C.scoparium. Para os testes
com folhas destacadas, foram utilizadas folhasndelone hibrido de eucalipto resultante
de cruzamentos entEaicalyptus grandis e Eucalyptus urophylla. Observou-se a supresséao
de sintomas da doenca com todos os isoladdsideoderma nas folhas inoculadas com o
isolado CEN 494 d€. scoparium, enquanto que com o isolado CEN 517, aparentemente
mais agressivo, 0s isolados d@eichoderma ndo apresentaram a mesma eficiéncia. A
esporulacdo dos isolados Techoderma testados, em termos de biomassa colonizada foi
variavel, de 5,7 x10a 7,3 x18 conidios/g de substrato. Com base nos resultadiosb
isolados deTrichoderma poderdo ser usados em estratégias de desenvolwingen
biofungicidas, especialmente o CEN262, identificadono T. harzianum, dado o seu
efeito supressivo sobr@. scoparium e sua capacidade de esporulacao, independente do
substrato e do periodo de avaliacdo adotados.
Termos para indexagdo: Controle biolégico, producio indculg Cylindrocladium

scoparium.
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Evaluation of Trichoderma isolates in the control of leaf spot in Hcalyptus species

and for sporulation capacity in solid substrates

Abstract- This study aimed to evaluate the potentiallathoderma spp. isolates in the
control of eucalyptus leaf spot causedQyindrocladium scoparium throughin vitro tests
using detached leaves, as well as to determinesgbeulation capacity ofrichoderma
spp. isolates in two substrates, grains of parboriee and millet. The experiments
consisted ofin vitro pairing of cultures and the pathogen’s exposurgdssible non-
volatile and volatile metabolites produced Taychoderma spp. Morphological changes in
hyphae and inhibition of mycelial growth &@. scoparium were found by examination
under light microscope. For the tests with detacleaves, leaves were used from a
eucalyptus hybrid clone derived from crosses betvieeal yptus grandis and Eucalyptus
urophylla. Suppression of disease symptoms was observedihiiolates oflrichoderma

in the leaves inoculated with isolate CEN 494Cofcoparium, while with the apparently
more aggressive isolate CEN 517, thachoderma isolates did not have the same
efficiency. The sporulationf testedTrichoderma, in terms of colonized biomass, varied
from 5.7 x18 to 7.3 x 16 conidia/g of substrate. Based on the results oéthithe
Trichoderma isolates can be used in e strategies to develofurimicide, especially
CEN262 isolate, identified a& harzianum, given its suppressive effect @ scoparium
and its capacity for sporulation, independent & $substrate and the assessment period
adopted.

Index terms: Biological control, inoculum productj&ylindrocladium scoparium.
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Introducéo

A producdo de mudas de eucalipto, na maioria dgse=as florestais, € realizada
por meio de propagacdo vegetativa, visando uniftmde dos povoamentos, melhor
adaptacéo dos clones as condic¢des locais e aumi@midutividade. Com a expanséao da
cultura do eucalipto, houve um incremento na demgaa mudas clonais, conduzindo ao
aumento das doencas em miniestacas, principalmgeateo acondicionadas em casas de
nebulizacdo. Esses locais, caracterizados pelaadmie temperatura elevadas, apresentam
as condicdes ideais para o enraizamento das naicésstporém, favoraveis aos diversos
patogenos (Xavier e Comério, 1998).

No Brasil, a mancha-foliar de eucalipto, causadagspécies d€ylindrocladium
Morgan € uma doenca de ocorréncia quase sempre sevesamcanolo desfolha em
plantios jovens e morte de mudas clonais (Ferré®89). As manchas foliares resultam
em necrose das folhas, seguida de morte ou inilliQarescimento das mudas. Estas, se
utilizadas para plantio, quase sempre morrem, geakr acdo do patégeno original, quer
por ataque de patdégenos secundarios. Alfenas,efl8B7) relataram a perda diaria de
mais de 50.000 estacas de eucalipto para enrairamen alta incidéncia de
Cylindrocladium scoparium Morgan, apesar das frequentes aplicacoes de benomyl, em
area do estado do Espirito Santo.

Espécies delrichoderma tém recebido grande atencdo da pesquisa, pela sua
versatilidade como agentes de biocontrole de patsgde planta. Resultados de campo
com a espéciérichoderma harzianum Rifai, por exemplo, indicaram que esse fungo pode
atuar eficientemente sob diferentes condi¢Bes anaige no controle de varias doencas
(Queiroz et al., 2004).

A bioatividade desses fungos pode se dar de foinetad mediada por enzimas

degradadoras da parede celular (Lima et al., 188 atatny et al., 2001), por secrecao
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de diversos antibioticos, competicdo por espacoreptrientes, ou ainda, por inducéo de
resisténcia de plantas a doencas e ao estressagiia2000; Howell, 2003). O potencial
de biocontrole de diversos isoladosTadechoderma spp. foi demonstrado por Gomes et al.
(2001), contra a pinta-preta das folhas da ervi@nesausada pdz. spathulatum EI-Gholl,
Kimbrough,Barnard, Alfieri & Schoulties.

Produgcédo de in6culo em condicdes de laboratorinférmacdo necesséria para o
desenvolvimento de agentes de biocontrole. O cutterfungos em larga escala, em muitos casos,

tem-se baseado no uso de substratos sélidmkgéon, 1997; Thangavelu et al., 2004; Fortes et
al., 2007).Gréos de cereais oferecem a vantagem de serenamemte biodegradaveis,
facilitando as aplicagbes no campo (Thagavelu et 2004). Adicionalmente, eles
apresentam facilidade para quantificacdo dos prdpagroduzidos.

Com base no exposto acima, este trabalho foi catalumm o objetivo de avaliar
o potencial de isolados deichoderma no biocontrole da mancha-foliar do eucalijrio

vitro e a capacidade de esporulagéo, dos mesmos isodad@saos de arroz e de milheto.

Material e Métodos

Isolados do patdégeno e do antagonista

O trabalho foi conduzido com 12 isolados Techoderma, quais sejam: cinco
(CEN 515, CEN 516, CEN 518, CEN 519 e CEN 520)dustide amostras de solo coletas
em area de plantio de eucalipto localizada em nigi&GO); um isolado (CEN 498), de
amostras de solo rizosférico dRenus, coletadas no Parque da Cidade, localizado em
Brasilia-DF; um isolado (CEN 500), de campo de pgdd de goiabas com relatos de
infeccdo por Cylindrocladium, no estado do Pernambuco; os outros seis isolados,
pertencentes as espéciessperellum (CEN 162),T. harzanum (CEN 201 e CEN 262)T.
pseudokoningii (CEN 209) e CEN 492T¢ichoderma sp.)sdo pertencentes a colecdo de

Culturas de Fungos para o controle de Fitopatégends Plantas Daninhas da Embrapa
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Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) Tabkl Estes ultimos foram
escolhidos com base em resultados anteriormentdosbho controle do mofo-branco
(Sclerotinia sclerotiorum de Bary), tombamentdRbizoctonia solani Kunh) epodriddes de
raizes e do coldtlerotiumrolfsii Sac¢ do feijoeiro (dados néo publicados). As amostras
de solo foram processadas segundo o método deadileriada (Dhingra & Sinclair,
1985) em meio de Martin e a identificacdo dos whagaobtidos se realizou de acordo com
chave interativa desenvolvida por Samuels et aD&p

Para os ensaios de biocontrole, utilizaram-se dmikdos deCylindrocladium
scoparium: CEN 494, doado pela emprdsgernational Paper, de Mogi-Guacu (SP) e CEN
517, obtido de lesBes foliares de plantas coletadadérea comercial de eucalipto, situada
no municipio de Luziania (GO). Para determinacaoespécie, foram consideradas a
formacdo de hifa estéril, a septacdo e a morfolagia conidios, conforme Crous e
Wingfild (1994). Os dois isolados do patdégeno foraentificados como pertencentes a
espécieC. scoparium, por apresentaram hifas estéreis com formatoGtipsa piriforme e

conidios eretos com um septo, como proposto pansGedNingfild (1994).

Avaliacdo do antagonismo ao fungd&. scoparium por isolados deTrichoderma spp.
em cultivo pareado
O antagonismo dos isolados @dchoderma spp. contraC. scoparium foi avaliado em

confronto direto, utilizando o método gareamento de culturas em placas de Petri, deacord
com Dennis e Webster (1971a). A multiplicacao alidianto dos isolados deichoderma
quanto dos isolados do patégera, realizada em placas contendo o meio de batata-
dextrose-agar (BDA), acondicionadas em camara egcienento do tipo B.O.D. (Fanen,
mod. 347), a temperatura de°@5e fotoperiodo de 12 horas, durante 5 dias. Para o

confronto direto dos organismos, foram estabelscid@s repeticdes. Discos (5 mm de
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diametro) retirados das culturas puras do patogedo antagonista foram depositados
diametralmente opostos em placas contendo o meseio enincubadas nas mesmas
condicbes descritas. Placas de BDA, contendo s@tégeno, foram utilizadas como
controle.

Para as avaliacdes, aos sete dias de cultivo, fatabuidas notas de acordo com
escala estabelecida por Bell et al. (1982):

Nota 1-sobreposicédo deichoderma, que colonizou toda a superficie do meio e redaziu
coldnia do patdgeno.

Nota 2-sobreposicdo derichoderma, que colonizou pelo menos 2/3 da superficie do
meio.

Nota 3Trichoderma e patdogeno colonizaram mais que 1/3 e menos quda2siperficie
do meio.

Nota 4-patdgeno colonizou ao menos 2/3 da supertici meio e resistiu a invasao por
Trichoderma.

Nota 5-sobreposicao do patégeno que colonizoudsigperficie do meio.

Para verificacdo de alteracGes nas hifa€ygendrocladium sp., foram preparadas
laminas contendo as estruturas da zona de confadow#adois fungos e examinada, sob
microscopico oOptico (Olympus BX40), com lente denanto de 40X, a presenca de
enrolamento e plasmolise de hifas, crescimentoifds paralelas, bem como alteracfes
estruturais.

Avaliacdo do efeito inibidor de metabdlitos volatei e ndo volateis produzidos por
Trichoderma spp. sobreC. scoparium

O efeito inibidor de metabdlitos volateis dos islola deTrichoderma spp. sobreC.

scoparium foi testado, conforme descrito por Dennis & Wegi&71b). Duas bases de

placas de Petri, contendo BDA, foram individualneemoculadas com discos (5 mm de
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diametro) de culturas do patdgeno e do antagoajsten seguida, incubadas nas condicdes
anteriormente descritas. Apos 24 horas, as basdgenttp 0 antagonista e o patdgeno
foram sobrepostamente unidas por filme de PVC, mapedir o escape de metabolitos
volateis, sendo novamente incubada nas mesmasc¢éesdiComo testemunha, foram
sobrepostas bases contendo apenas o patdégeno.alac@®s do crescimento micelial
foram realizadas quando toda a superficie do nee@peesentou colonizada pelo patdgeno,
nas placas testemunha.

Os isolados ddrichoderma spp. foram também testados quanto a inibicdo do
desenvolvimento do patégeno por metabdlitos naateisl, utilizando o método descrito
por Agrawal et al. (1977), com modificacbes. Essé&ogio consistiu no cultivo dos
isolados em frascos Erlenmeyer contendo 250 mL d® fiquido a base de batata-
dextrose (5 discos de 5 mm de diametro por frasetijados de culturas deichoderma
com cinco dias de idade. A incubacdo ocorreu ertadmi orbital (Lab-line incubator-
shaker modelo NT 711), a 150 RPM, a temperatu2b8€, em auséncia de luz. Apos esse
periodo, a parte liquida foi coletada por filtragio papel de filtro e, apos passagem por
membrana estéril de celulose (0,45 um), foi incaaga ao meio BDA autoclavado, na
proporcéao de 25% (v/v). Foram preparadas trés lacm filtrado de cada antagonista,
para cada um dos dois isolados do patdégeno. Asaplde Petri com o meio foram
inoculadas, no centro, com discos de culturas ddgpao e incubadas a ¥5 A
testemunha consistiu de placas contendo meio BDA §krado de Trichoderma,
inoculadas con€. scoparium. As medi¢cdes do crescimento radial foram tomadasdp
toda a superficie do meio nas placas testemunhegsegentou colonizada pelo patégeno.

Os dados obtidos foram submetidos a analise déngai e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utitibase o programa de estatistica Sisvar

(Ferreira, 2000).
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Preparo deTrichoderma para testes em folhas destacadas

O indculo para os ensaios em folha destacada tmiugido em gréos de arroz
parboilizado, utilizando, como inéculo - sementesscos de culturas desenvolvidas em
meio BDA. Foram utilizados cinco isolados @echoderma (CEN 162, CEN 209, CEN
262, CEN 498, CEN 500), selecionados nos ensaiesianes.

Gréaos de arroz, previamente umedecidos com agusadasa 60% (p/v) foram
distribuidos em sacos plasticos de polipropiler@(§ de arroz seco /saco), sendo estes
vedados com grampos, e autoclavado {@28urante 25 min). No fechamento, os sacos
receberam tampdes de gaze e algodao para pertndoaagasosa com o ambiente externo.
Cada saco recebeu, assepticamente, oito discosn(5den diametro) das colbnias de
Trichoderma. A incubac&o ocorreu em incubadora B.O.D. a teatpea de 25°C com
fotoperiodo de 12 horas. A cada dois dias o substoarevolvido para promover a troca
gasosa, quebra do micélio e aumento da superfécieodtato do fungo com o substrato
para a producdo mais elevada de esporos (Jackd®n). Apds sete dias de incubacéo, o
substrato de cada saco foi lavado com agua corfapteximadamente 2 litros de agua)
para a extracdo do indculo. A concentracdo de mmifdi determinada em camara de

Neubauer (lente de 40X) e ajustada acbdidios/mL de suspensao.

Avaliagdo da supressdo da mancha - foliar causadaop C. scoparium por

Trichoderma spp. em folhas destacadas de eucaliptos

Para avaliacdo da supressdo da mancha foli@r stparium em folhas destacadas
de eucaliptos, primeiramente foi induzida a espgdd dos patogenos CEN 494 e CEN
517 em meio liquido SG (Carvalho Filho, M.R. dadé® publicados). Apds 15 dias de

cultivo em agitador orbital com rotacdo de 170 R&Kemperatura de 27°C, os conidios
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foram coletados por filtragdo em camada dupla d= gapreparadas as suspensdes de

indculo, contendo T@onidios/mL.

Cinco antagonistas foram selecionados a parttestesin vitro (CEN 162, CEN
209, CEN 262, CEN 498, CEN 500). Para a prepardgdmoculo desses isolados de
Trichoderma, discos retirados da periferia de colbnias dosds cultivados em BDA (5
mm de diametro) foram distribuidos em frascos emyer contendo grdos de arroz
umedecidos com agua destilada (60 % p/v), previtanaatoclavados. A incubacdo se
realizou a 2%C e 12 h de luz, durante sete dias.

As folhas destacadas utilizadas nos experimentamfoobtidas de minijardim
clonal de eucaliptos (clone G-100) livre de doencaliivadas em casa de vegetacdo, na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Utdimase folhas jovens, com idade de
10 a 15 dias, que tiveram seus peciolos destagatosas hastes. As folhas, previamente
lavadas com agua destilada, tiveram os pecioloshades em algoddao umedecido com
agua destilada esterilizada e foram, entdo, diaposbbre papel de filtro, também
umedecido com agua esterilizada e distribuidas a&imxag do tipo gerbox (um par de
folhas/caixa).

O inéculo foi aspergido sobre as folhas, nas canegbes de T0e 10, para os
isolados de C. scoparium e Trichoderma, respectivamente. As pulverizacbes do
antagonista foram imediatamente seguidas de ingimldos patdégenos. Foram incluidos
trés tratamentos testemunha: 1) pulverizacdo cam dgstilada; 2) pulverizacdo com o0s
dois isolados d€. scoparium e 3) pulverizacdo com isolados do antagonista.

ApoOs inoculacdo, as caixas gerbox foram envolvidamm pelicula plastica
transparente de PVC a fim de manter uma alta uraidzldtiva do ar no seu interior, sendo

mantidas sobre a bancada de laboratorio, a tenp&@nbiente.
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Foram realizadas trés repeticbes por tratamentastit@indo a unidade
experimental, uma caixa de gerbox. As avaliacbesrexam aos cinco dias de incubadas,

com o auxilio da escala proposta por Alfenas.€RabD4) ilustrada na figura 1.

Figura 1 - Escala diagramatica de severidade (@eaefoliar lesionada) da mancha -
foliar causada pdCylindrocladium spp. em eucalipto (Alfenas et al., 2004).
Avaliagdo da esporulagdo deTrichoderma em graos de arroz parboilizado e de
milheto

Doze isolados dé&richoderma foram utilizados para o presente experimento: CEN
162, CEN 201, CEN 209, CEN 262, CEN 492, CEN 498NG00, CEN 515, CEN 516,
CEN 518, CEN 519 e CEN 520. Foram utilizados fwasérlenmeyer de 125 mL, cada
um recebendo 25 g do substrato, adicionado de destdada 60% (p/v). Apos vedacao

com tampao de algodéao, os frascos foram autoclavad@®(®C durante 25 minutos. Foi
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transferido, assepticamente, trés discos (5 mmiataetro) de BDA contendo micélio e
esporos dos agentes de biocontrole. Os frascas fim@bados na B.O.D. em fotoperiodo
de 12 horas a temperatura d€ 25por sete e 11 dias. A cada dois dias, os frascws
substrato foram revolvidos para promover a aeragdebra do micélio para aumentar a
superficie de contato com o intuito de aumentarlxa tde esporulacdo dos fungos.
Amostras do substrato colonizado foram processpdes determinacdo da concentracao
de esporo por grama de substrato, conforme desariémiormente, aos 07 e aos 11 dias.

O presente experimento foi conduzido em delineamarieiramente casualizado
com trés repeticdes, em arranjo fatorial 12 x 2, xepresentados pelos 12 isolados de
Trichoderma, pelos periodos de incubacéao e pelos dois subsisatidos

Os dados obtidos em todos os experimentos foramémetidos a analise de
variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tulay,nivel de 0,5%, utilizando o

programa de estatistica SAEG (Ribeiro, 2001).

Resultados e Discusséo

Neste trabalho, identificaram-se seis isolados @oerp Trichoderma como
pertencentes as espécigésharzianum (CEN 498, CEN 500, CEN 515 e CEN 519, CEN
520), T. atroviride (CEN 516). A identificacéo foi baseada na chaverativa proposta por
Samuels (2008), que se encontra disponivel nanitteO isolado CEN 518 néao foi
identificado ao nivel especifico.

Apesar de criticados (Druzhinina & Kubicek, 200%), uso de marcadores
morfolégicos permanece como principal meio parassifisacdo infragenérica de
Trichoderma ainda hoje. A delimitacdo das espécies, utilizaapenas esses critérios, &
reconhecidamente dificil, mesmo com o auxilio desves de identificagdo disponiveis, o

gue pode conduzir a erros de identificacdo. Cormmd® a diversidade de implicacbes dos
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fungos do génerdrichoderma, que também inclui a espécie longibrachiatum (secao
longibrachiatum), na qual alguns isolados tém salimtados como patdgenos oportunistas
de animais e humanos com sistema imunolégico dewifintal et al., 2006), identificar
acuradamente estas espécies se reveste de impri@mossibilidade de que alguns dos
isolados utilizados neste trabalho s&jdongibrachiatum, entretanto, foi descartada em
testes preliminares (negativos) de crescimento porelmcdo a 4, desde que os
membros da secdo longibrachiatum sdo os Unicos aapacidade de crescimento e
multiplicacdo a essa temperatura. Permanece asw&e#s de confirmacdo acurada das
espécies, como requisito importante em caso dstregie biofungicida (Hermosa et al.,
2001). A analise de sequéncias génicas é uma niegpaloeficiente e devera ser
empregadas como complementos para distincdo desémpre que necessario, conforme
sugerido por Druzhinina e Kubicek (2005).

Os resultados obtidos maibicdo do crescimento micelial dos isoladosGie
scoparium, quando confrontados em cultivo pareado com osdlados ddrichoderma
sdo mostrados na Tabela 1. Cinco isolados (CEN C&® 209, CEN 262, CEN 498 e
CEN 500) apresentaram grau maximo (classe 1) ddaedeBell et al. (1982), reduzindo o
crescimento de ambos os isolados do patégeresporulando sobre toda a superficie das
placas. Trés isolados (CEN 201, CEN 519 e CEN 5&20hbém em relacdo aos dois
isolados do patdgeno, colonizaram pelo menos 2/3ufeerficie do meio (classe 2),
apresentando também potencial de biocontrole, jugrtée com outros isolados que se
colocaram ora na classe 1 (CEN 515 e CEN 516 hadasse 2 (CEN 518), dependendo
do isolado do patogeno utilizado. O isolado CEN,4@2 o Unico que ndo exerceu
atividade antag6nica contra os isolados do patggerstestes de pareamento de culturas,

uma vez que estes avancaram sobre ele e colonizam@aior superficie do meio.
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Tabela 1 — Classificacdo dos isolados Téchoderma spp. quanto ao antagonismo
exercido sobre dois isolados @glindrocladium scoparium, no teste de pareamento de
culturas .

*Classe

C. scoparium C. scoparium

(CEN 494) (CEN 517)
CEN 162T. asperellum 1 1
CEN 201T. harzianum 2 2
CEN 209T. pseudokoningii 1 1
CEN 262T. harzianum 1 1
CEN 492Trichoderma. sp. 3 3
CEN 498T. harzianum 1 1
CEN 500T. harzianum 1 1
CEN 515T. harzianum 1 2
CEN 516T. atroviride 1 2
CEN 518T. harzianum 2 1
CEN 519T.harzianum 2 2
CEN 520T. harzianum 2 2

*Classificagdo em conformidade com a escala ded@ell., 1982.

A Tabela 2 apresenta achados referentes aos exaenesnostras de micélio
retiradas da zona de confronto, cujos isoladodridehoderma foram classificados com
notas 1 e 2 frente @. scoparium no pareamento das culturas. Ao serem examinaxas a
microscoépio éptico, tais amostras revelaram cresgimparalelo e enrolamento das hifas
de Trichoderma em torno das hifas do patdgeno, bem como plasendeé hifas do
patégeno. Os exames de amostras retiradas de platisadas apenas com os isolados do
patdégeno, por sua vez, ndo evidenciaram tais aftesa que foram atribuidas a acédo do

antagonista. Essas alteragfes morfofisioldgid@® ésistradas na Figura 2.
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Tabela 2 — Interacbes antagonistas entre hifagrd#oderma e de isolados d€ylindrocladium
scoparium, observadas ao microscépio Optico, com aumentéDre

Isolados deTrichoderma

Interacdes CEN CEN CEN CEN CEN CEN CEN CEN CEN CEN CEN CEN

162 201 209 262 492 498 500 515 516 518 519 520

Crescimento de hifas+ - + + * + + + + + - -
paralelas.

Enrolamento de hifas + - + + * + + + + + - -
Plasmdlise de hifas + - + + * + + + + + - -

(*) InteracGes néo observadas.
(-) Auséncia
(+) Presenca

Rocha & Oliveira (1998) também relataram alterac@s Colletotrichum
gloeosporioides (Penzig) Saccardo, quando confrontado com isolaldo$richoderma.
Segundo Papavizas (1985) essas alteracdes evitheaamicoparasitismo direto exercido
por Trichoderma.
Entretanto, mais de um mecanismo de acdo podesastaltaneamente envolvido na acao
antagonista delrichoderma. Competicdo, por exemplo, embora mais dificil de se
determinado, € considerado um dos mais eficieptaendo resultar em limitacéo, para o
patogeno, de nutrientes e agua, ou de sitios ossles datores nutricionais sdo mais

abundantes, durante o periodo de pré-penetracéai(Ret al., 2003).
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Figura 2- Interacbes observadas ao microscopic@mtre hifas deC. scoparium e
Trichoderma spp. : A: (CEN 209) e B: (CEN 500) - enrolamends tiifas ddrichoderma
em hifas deCylindrocladium scoparium; C: (CEN 498) - crescimento de hifas paralelas de
Trichoderma e Cylindrocladium scoparium e D: Hifa sadia deCylindrocladium
scoparium; E: plasmélise em hifas de. scoparium induzida pelo isolados CEN 162 de
Trichoderma.

Quanto aos resultados relativos aos experimentos metabdlitos volateis e ndo
volateis, houve pouca diferenca no comportamensasitdados dérichoderma frente aos
dois isolados do patdgeno, conforme observado mdelds 3 e 4. Com relagdo aos
metabdlitos volateis, os valores médios da porgemade inibicdo micelial, exercida
sobre os isolados CEN 494 e CEN 517 do patogem@aram de 7,4% (CEN 519) a 37,7
% (CEN 162, CEN 262 e CEN 498) e de 11,1% (CEN %26B8,3% (CEN 209 e CEN

500), respectivamente. Em termos de didmetro niglicrescimento micelial, seis dos 12
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isolados diferiram da testemunha, porém, ndo dierientre si, no confronto com o

isolado CEN 494. Ja em relagcéo ao isolado CEN tiblas os isolados derichoderma

diferiram da testemunha. Entre isolados, essaetfer s foi significativa com o isolado

CEN 520 comparado aos quatro melhores isolados (G CEN 209, CEN 262, CEN

498, CEN 500) deste ensaio.

Tabela 3 - Bioatividade de metabdlitos volateis Tadechoderma spp. em relacdo ao

crescimento micelial de dois isoladogindrocladium scoparium (CEN 494 e CEN 517).

Metabdlitos Volateis

CEN 494 CEN 517
Diametro Diametro
Isolado médio (cm) Inibicdo % médio (cm) Inibicdo %

CEN 162 -T. asperellum 5,66 a 37,7 6,33 ab 29,6
CEN 201- T. harzianum 7,66 bc 14,8 7,66 bc 14,8
CEN 209 -T. pseudokoningii 6,33 ab 29,6 6,0a 33,3
CEN 262 -T. harzianum 5,66 a 37,7 6,33 ab 29,6
CEN 492 -Trichoderma. sp. 7,66 bc 14,8 7,0 abc 22,2
CEN 498 -T. harzianum 5,33a 40,7 6,33 ab 29,6
CEN 500 -T. harzianum 5,66 a 37,7 6,0 a 33,3
CEN 515 -T. harzianum 7,0 abc 22,2 7,0 abc 22,2
CEN 516 -T. atroviride 6,33 ab 29,6 7,33 abc 18,5
CEN 518 -T. harzianum 7,66 bc 14,8 7,33 abc 18,5
CEN 519- T.harzianum 8,33 ¢ 7,44 7,0 abc 22,2
CEN 520- T. harzianum 8,0 bc 111 8,0c 11,1
Controle 9,0c 0 9,0d 0
C.V. 9,3 8,0

*Colunas seguidas por letras distintas diferemeesitpara < 5%.

Quanto aos testes de metabdlitos ndo volateisyiacda dos valores médios de

porcentagem de inibicdo micelial verificada foi4ld% (CEN 519) a 42,2% (CEN 498) e

de 4,3% (CEN 492) a 26,6% (CEN 162 e CEN 209), parssolados CEN 494 e CEN

517, respectivamente. Também neste caso, em tatendsametro médio de inibicdo, 06

dos 12 isolados diferiram da testemunha, porémjr@use destacaram dentre esses

melhores (CEN 262, CEN 498, CEN 500 e CEN 515)¢camfronto com o isolado CEN



494. Ja4 em relacdo ao isolado CEN 517, embora iseilados tenham diferido da
testemunha, ndo houve diferenca significativa eistkados, exceto para o isolado CEN
492, que apresentou o maior valor de diametro neklimolonia do patégeno.

Esses dados obtidos revelaram maior tolerdncia sttado CEN 517 aos
metabolitos volateis e nao volateis produzidosTpahoderma.

Tabela 4 - Bioatividade de metabdlitos ndo votate Trichoderma spp. em relacdo ao
crescimento micelial de dois isoladogindrocladium scoparium (CEN 494 e CEN 517).

Metabdlitos ndo volateis

CEN 494 CEN 517
Isolado deTrichoderma Diametro médio (cm) Inibicdo % Diametro médio (cm) Inibicdo %
CEN 162 -T. asperellum 7,0 abc 22,2 6,66 a 26,6
CEN 201 -T. harzianum 8,0 bc 11,1 7,66 abcd 14,8
CEN 209 -T. pseudokoningii 6,0ab 33,3 6,66 a 26,6
CEN 262 -T. harzianum 53a 40,7 7,0 ab 22,2
CEN 492 -Trichoderma. sp. 7,8 bc 13,3 8,66 cd 4,3
CEN 498 -T. harzianum 52a 42,2 7,0 ab 22,2
CEN 500 -T. harzianum 54a 40 7,0 ab 22,2
CEN 515 -T. harzianum 5,66 a 37,7 7,66 abcd 14,8
CEN 516 -T. atroviride 6,7 ab 25,5 7,33 abc 18,5
CEN 518 -T. harzianum 8,0 bc 11,1 8,0 abcd 11,1
CEN 519 -T.harzianum 8,6 C 4,4 7,66 abcd 14,8
CEN 520 -T. harzianum 8,0 bc 11,1 8,33 abcd 7.4
Controle 9,0c 0 9,0d 0
C.V. 9,3 6,0

*Colunas seguidas por letras distintas diferemeesitpara < 5%.

O nivel de controle biolégico de um patdgeno poalgary com o isolado do agente
de biocontrole utilizado e com sua adaptabilidadecandi¢cdes bidticas e abidticas
especificas (Dennis e Webster, 1971a; 1971b), adententre espécies deichoderma.

Bell et al. (1982), a0 comentar esse assunto, reedaram a selecdo de antagonistas
contra doencas especificas. Antibiose exerce irapttpapel no controle biologico,
podendo atuar em conjunto com a competicdo e agergisticamente com o
micoparasitismo, resultando em maior nivel de cdat(Harman, 2000). Testés vitro,

baseados nesses mecanismos de biocontrole tédaigyelmente utilizados para selecéo de
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isolados e servem, também, como indicativos do mielcacdo do antagonista. Este
trabalho representa um esforco para selecionadsslativos contr@. scoparium, sendo
apontados, com base nos resultados obtidos, csntados (CEN 162, CEN 209, CEN
262, CEN 498, CEN 500) como promissores para testego.

Nos ensaios para avaliagdo da supressdo da madiehra-dausada porC.
scoparium conduzidos com folhas destacadas de eucaliptdsef@e), com os cinco
isolados selecionados deichoderma spp., observou-se um melhor efeito do antagonista
contra o CEN 494 d€. scoparium. Nestes tratamentos, todos os isolados do ant&tgoni
apresentaram eficiéncia em suprimir a doenca. Osresa médios de severidade da
mancha-foliar ndo ultrapassaram o nivel de 1% dal&agroposta por Alfenas et al.,
(2004). Excecao foi verificada com o isolado CE8,4%ara o qual esses valores chegaram
a 4%. Ja nos tratamentos utilizando os isolados 8ENdo patégeno, indices de doenca
inferiores aos observados na testemunha foramasbtidm os isolados CEN 162, CEN
262 e CEN 500 (15% de doenca). Com o isolado CENa2severidade média de doenca

foi de 31%, superando a testemunha, com 24%.

Tabela 5 - Efeito de isolados d&ichoderma na supressdao da mancha-foliar Qe
scoparium, em folhas delestacadas de eucalipto.

Severidade média
Isolados deC. scoparium

CEN 494
Isolado (%) CEN 517 (%)
CEN 162 -T. asperellum 1 15
CEN 209 -T. pseudokoningii 1 31
CEN 262 -T. harzianum 0 15
CEN 498 -T. harzianum 4 24
CEN 500 —T. harzianum 1 15
Testemunha 24 24

Testes com folhas destacadas tém se mostradonateisterminacéo do potencial

de agentes de biocontrole. Por exemplo, Tatagibh €1998) selecionaram isoladose

49



inhamatum e Gliocladium roseum, para controle d8otrytis cinerea, em folhas de roseira.
Segundo esses autores, foi possivel diferencidades com niveis de reducdo de
esporulacdo nas lesdes, da ordem de 90 a 100%bémarGomes et al. (2001), embora
nao tenham alcancado sucesso na avaliacdo deasaladrichoderma para controle da
mancha-foliar causada po€. spathulatum, em folhas destacadas de erva-mate,
selecionaram isolados dBacillus subtilis, utilizando esse método. Neste trabalho,
aparentemente essa metodologia, com folhas deatadadeucaliptos, ndo foi totalmente
satisfatoria para avaliacdo da acdo antagonistasdtedos delrichoderma. Aos cinco
dias de inoculadas conC. scoparium, o indice da doenca atingido nas parcelas
testemunhas foi de 24%, quando o valor maximo dael@aproposta por Alfenas et
al.(2004) é de 44%. O experimento teve que sesreado apos a primeira leitura, dada a
rapida deterioracdo das folhas, apOs este periddoqualquer modo, experimentos de
campo sdo sempre necessarios para melhor avaligrot@scialidades dos isolados
selecionados em laboratorio.

O bom desempenho dos isoladosTdasperellum (CEN 162),T. harzianum (CEN
262, CEN 498 e CEN 500), B pseudokoningii (CEN 209) nos experimentas vitro
mostra que estes, além de praticos, servem pail@agia preliminar da capacidade
antagonista e, ainda, o comportamento dos micrangas, em termos de capacidade de
adaptacao, crescimento e reproducéo. Entretarges ¢sstes possuem limitagbes por n&o
reproduzirem 0 ecossistema para 0s quais 0s ongasisao selecionados, podendo os
resultados, n&o coincidirem com aqueles obtidoscendicdes normais de ambiente
(Fortes et al., 2007).

Na esporulacdo dfrichoderma em dois substratos solidos (grédos de arroz
parboilizado e milheto), houve interagdo triplarenbs trés fatores (isolados dos

antagonistas, periodos de incubacdo e substra®s)cordo com as Tabela 6, 7 e 8. Em
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termos gerais, maiores taxas de esporulacdo diesl@sodeTrichoderma, foram obtidas
em arroz parboilizado em relacdo ao milheto, sepaoos valores médios de esporulacéo
dos isolados déTrichoderma foram de 3,37 x TH@onidios/g e 2,84 xf0conidios/g,
respectivamente. Com respeito ao tempo de incubacéeelhor taxa de esporulacao foi
obtida aos 11 dias, quando foram contados 3,37°xcdfidios/g do substrato, enquanto
aos sete dias esse valor foi de 2,85 %chbidios/g (Tabela 6).

Tabela 6 — Efeito dos substratos e tempo de inéabag esporulacédo deichoderma.

Efeito substrato Efeito periodo de incubacao
Substrato x.10Esporos.g Tempo x.10 Esporos.g
Arroz 3,38 a 7 dias 285Db
Milheto 2,84Db 11 dias 3,37 a
C.V. 11,23 C.V. 9,85

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas nércedifentre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.

Ao ser analisado o periodo de incubacdo de sete @lia relacdo aos dois
substratos, observou-se que os isolados CEN 26R| e CEN 519, alcancaram
maiores niveis de esporulacdo. As médias variarare 8,6 x 18(CEN 262) e 5,8 x 10
(CEN 498) conidios/g, em milheto e 4,9 x °l@onidios/g, (CEN 519), em arroz
parboilizado. Os isolados CEN 209, CEN 492, CEN,5CEN 518 e CEN 520
apresentaram menores indices de esporulacdo empamooilizado (CEN 518), milheto
(CEN 209, CEN 515 e CEN 520) ou em ambos os subst(@EN 492) com variacédo de
0,6 x 10 (CEN 518) a 2,4 x TQCEN 209) conidios/g. Os isolados CEN 162, CEN 201,
CEN 500 e CEN 516 esporularam em niveis intermiegiavariando em 1,9 x 1GCEN
201) a 4,4 x 1D (CEN 500) conidios/g, sendo que os isolados CER d6CEN 516
proporcionaram maiores niveis de esporulacéo ema parboilizado, enquanto os isolados

CEN 201 e CEN 500, em milheto (Tabela 7).
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Tabela 7 - Esporulacdo de isolados Téchoderma spp. em dois substratos solidos
diferentes, aos 7 dias de incubacéo.

Esporulacdo em conidios por grama

Isolados

Arroz parboilizado Milheto
CEN 162 -T. asperellum 35AcC 3,0Bcd
CEN 201 -T. harzianum 19Bd 2,6 Acd
CEN 209 -T. pseudokoningii 24Ad 0,8Be
CEN 262 -T. harzianum 50Ba 56Aa
CEN 492 -Trichoderma. sp. 10Ae 10Ae
CEN 498 -T. harzianum 4,8 B ab 58Aa
CEN 500 -T. harzianum 43BD 44ADb
CEN 515 -T. harzianum 2,0Ad 1,0Be
CEN 516 -T. atroviride 35Ac 25Bd
CEN 518 -T. harzianum 0.6Be 3,25Ac
CEN 519 -T.harzianum 49 A ab 25Bd
CEN 520 -T. harzianum 43ADb 0,73Be
CVv 10,91 7,34

*Esporulacdo média (x Y@sporos.g de substrato). Médias seguidas de mesma letraigmaa na
horizontal e mindscula na vertical) ndo diferemrerdi pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.

Quanto ao tempo de incubacdo de 11 dias, utilizas&lanesmos substratos,
observaram-se maiores niveis de esporulacdo, darid® 4,5 x 1%(CEN 162) a 7,7 x 10
(CEN 262)conidios/g com os isolados CEN 162, CEN 201 e CER, 3endo que 0s
isolados CEN 162 e CEN 201 esporularam melhor eoz aarboilizado e o CEN 262, em
milheto. Os isolados CEN 209, CEN 500, CEN 515, CHI¥ e CEN 518 e CEN 519
apresentaram os menores indices de producdo deogsgrm milheto (CEN 209, CEN
519); arroz parboilizado (CEN 515) ou em ambos uisstsatos (CEN 500, CEN 516 e
CEN 518), com variacdo de 1,0 x’ACEN 516) a 1,6 x TO(CEN 518 e CEN 519)
conidios/g. Os isolados CEN 492, CEN 498 e CEN £2porularam em niveis
intermediarios, variando de 2,1 x°’{@CEN 520) a 7,0 x FOCEN 498) conidios/g (Tabela
8).

Os experimentos para avaliagdo da esporulacdo dateagle Trichoderma

demonstram que a variabilidade dos isoladosTdehoderma reflete-se, também, em
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termos de exigéncia nutricional e tempo de incubagéia producdo de esporos. Por outro
lado, disponibilidade, custo, rendimento e pra#idel sdo requisitos importantes a serem
considerados na escolha do substrato para culbvageénte de controle, especialmente
quando o intuito € o desenvolvimento de biofungici@raos de cereais oferecem essas
vantagem, por isso sao os mais utilizados (Jad$€87,; Thangavelu et al., 2004; Fontes et
al., 2007). Eles sédo prontamente biodegradavetidjtdado as aplicacdes no campo e,

adicionalmente, apresentam facilidade para queatifio dos propagulos produzidos.

Tabela 8 - Esporulacdo de isolados Tdechoderma spp. em dois substratos
sélidos aos 11 dias de incubacéo.

11 dias de incubacéao
Esporulacdo em conidios'g

Isolados Arroz parboilizado Milheto
CEN 162 -T. asperellum 4,5 Aa 2,8 Ba
CEN 201 -T. harzianum 4,5 Aa 2,0 Bd
CEN 209 -T. pseudokoningii 1,5 Acde 1,1 Ba
CEN 262 -T. harzianum 5,0 Ba 7,7 Aa
CEN 492 -Trichoderma. sp. 3,3Ab 3,3Ac
CEN 498 -T. harzianum 3,3Bb 7,0 Ab
CEN 500 -T. harzianum 1,3 Ade 1,5 Aef
CEN 515 -T. harzianum 1,1 Bde 3,3 Ac
CEN 516 -T. atroviride 1,0 Ae 1,0 Af
CEN 518 -T. harzianum 1,6 Acd 1,6 Adef
CEN 519 -T.harzianum 3,8 Ab 1,6 Bdef
CEN 520 -T. harzianum 2,1 Ac 2,2 Ad
C.V. 4,37 4,57

*Esporulagdo média (x 10esporos.y de substrato). Médias seguidas de mesma letra
(maidscula na vertical e minGscula na horizontal) diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.

Concluséo
1) O isolado CEN 517 d&. scoparium é mais tolerante do que o CEN 494 a acao

dos isolados dé&richoderma testados.
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2) Bioensaios em folhas destacadas podem sermnaeislecdo prévia do agente de
biocontrole da mancha-foliar do eucalipto, poréais ttestes devem ser validados em
viveiros de producao de mudas.

3) Em termos de esporulacdo em substrato solidasatados deTrichoderma

apresentam respostas variaveis, com o tipo deratstperiodo de avaliacao utilizado.
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CAPITULO IV

Avaliacdo de isolados delrichoderma na promocédo de crescimento, producdo de

acido indolacéticoin vitro e colonizacéo endofitica de mudas de eucalipto.

Resumo —Trichoderma spp. sdo fungos habitantes de solo e geralmerntmviem
ambientes proximos as raizes de plantas, no rizopba na rizosfera. Os isolados de
Trichoderma ndo sdo patogénicos as plantas e podem sobresndnfiticamente em
varias espécies botanicas, podendo produzir sudidsique auxiliem a planta, tanto no
controle de fitopatbgenos como na promocao de ionesto. Os objetivos desse trabalho
foram: avaliar a promocédo de crescimento em muddaichlyptus urophilla e de clones
hibridos G-100 FEucalyptus grandis x Eucalyptus urophilla); avaliar cinco isolados de
Trichoderma quanto a producdo de &cido indolacéiicwitro e quanto a capacidade de
colonizagdo endofitica em mudas de eucalipto. @bsese que o isolado CEN 262
(Trichoderma harzianum) promoveu aumento significativo da massa secaaiass, parte
aérea e a altura de plantas, nas duas espéciasalp®. Os isolados CEN 209, CEN 500
e CEN 262, em ordem crescente, demonstraram prodigdAIA in vitro, sendo que a
concentracdo do fitohormonio foi 19 vezes maios filtrados de culturas de CEN 262,
em relacdo ao CEN 209. Os isolados CEN 162, CENQERl 498 foram recuperados de

tecidos internos de raizes.

Termo par indexacao: Fitohormonkycalyptus, miniestacas.

Evaluation of Trichoderma isolates in growth promotion, in vitro indolacetic acid

production and endophytic colonization of eucalypts seedlings

Abstract - Trichoderma spp. are fungi that inhabit soil, and they gergrébe in

environments close to plant roots, in the rhizoplan rhizospherelrichoderma isolates
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are not pathogenic to the plants and can survidommytically in various botanical
species; they may produce substances that helplém, both in the control of plant
pathogens and also in promoting growth. The gofthis study were to evaluate growth
promotion in seedlings oEucalyptus urophilla and clone hybrids G-100E(calyptus
urophilla x Eucalyptus grandis) and to evaluate fivelrichoderma isolates for their
indolacetic acid production and their capacity émdophytic colonization of eucalyptus
seedlings. It was observed that CEN 262 isoldieclioderma harzianum) promoted
significant increase in the dry mass of roots, shamd height of plants in two species of
eucalyptus. CEN 209, CEN 500 and CEN 262 isolateascending order, showed IAA
productionin vitro, and concentration of the phytohormone was 19gigreater in filtered
cultures of CEN 262 than in those of CEN 209. CH%,1ICEN 262 and CEN 498 isolates
were recovered from internal tissues of roots.

Index terms: PhytohormonEucalyptus, minicuttings.

Introducao
Propagacdo vegetativa, por meio de estaquia, tansti principal forma de
multiplicacdo do eucalipto em escala comercial.absstratégia de multiplicacdo clonal
tem sido vantajosa, pois mantém caracteristicasjaless, sem a variabilidade encontrada
em arvores obtidas a partir de sementes, 0 quétaresu otimizacdo da area de jardim
clonal e em maior grau de juvenilidade e de enmagrdo (Higashi et al.,, 2000). A
silvicultura clonal tem como ponto de partida aeg@b de gendtipos superiores para,
posteriormente, proceder-se a propagacédo clonaahnéliveira et. al., 2006). Segundo
Mafia et. al., (2005), na propagacéo clonal do kptoapor miniestaquia, devem ser
considerados dois importantes fatores: a produedwatos para a estaquia e a capacidade
de enraizamento do material genético. Nesse sentatins os esforcos devem ser

despendidos para maximizar esse dois fatores. As¢saa tecnologia que aperfeicoe as
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condicBes de crescimento e producdo das minicepaseice diretamente a capacidade
produtiva do viveiro.

As condicbes ambientais para a multiplicacdo claleaiminiestacas de eucalipto
sdo, também, altamente favoraveis ao desenvolvameat disseminacdo de
Cylindrocladium. Esse patégeno pode causar tombamento e mandizassf@eralmente
pequenas, circulares e arroxeadas, distribuida® sobmbo foliar, as vezes confundidas
com aquelas incitadas por fitobactériaBhmeophleospora epicoccoides (Alfenas et. al.,
2004).

Fungos do génerdrichoderma estdo entre 0os organismos mais estudados como
antagonistas, principalmente, de patdgenos de Botbora os mecanismos de acao desses
fungos ndo estejam totalmente elucidados, alguns w@éndo citados, tais como
micoparasitismo; producado de compostos inibitéramsnpeticdo por nutrientes e espaco;
promocao de crescimento, pela producdo de hormamigstais ou por solubilizacdo de
nutrientes e resisténcia das plantas a doencaméfar2000; Marco et. al., 2004; Benitez
et al., 2004 e Gravel et. al., 2007)

Outra caracteristica importante apresentada ptwscessolados dérichoderma € a
capacidade de colonizar, endofiticamente, difeeeid®aos das plantas (Rubini et. al.,
2005 e Silva et. al.,, 2006). O habitat associaduaata é um dinamico ambiente que
possibilita a que varios fatores exercam influénoe composicdo e estrutura das
comunidades microbianas presentes ou em interagia@s raizes e outras partes vegetais
(Sanogo et al., 2002)

Este trabalho teve como objetivos avaliar isoladesTrichoderma quanto a
promocdo de crescimento em mudas de eucalipto,ugdiod do fitohorménio acido

indolcético (AlA) e capacidade de colonizacdo delasude eucalipto.

59



Material e Métodos
Preparo e obtencado de inoculo dérichoderma para os testesn vivo

Cinco isolados ddrichoderma foram selecionados para 0s experimemtog Vo,
com base em resultados obtidos no biocontroleCdscoparium Morgan (dados nao
publicados)T. harzianum (CEN 262, CEN 498 e CEN 500i),asperellum (CEN 162) €.
pseudokoningii (CEN 209). Estes antagonistas fazem parte da &wlele agentes de

controle bioldgico da Embrapa Recursos Genétiddistecnologia.

O in6culo para os ensaios foi produzido em gracarae parboilizado, utilizando,
como inoculo - semente, discos de culturas deseidasl em meio BDA. Os graos de
arroz, previamente umedecidos com agua destila@@%a (p/v) foram distribuidos em
sacos plasticos de polipropileno (300 g de arrao geaco), sendo estes vedados com
grampos, e autoclavado (f20durante 25 min). No fechamento, os sacos recebera
tampdes de gaze e algodédo para permitir a trocsga®m o0 ambiente externo. Cada saco
recebeu, assepticamente, oito discos (5 mm de ti@ntas colbnias dérichoderma. A
incubacdo ocorreu em incubadora B.O.D. a temperatar25°C com fotoperiodo de 12
horas. A cada dois dias o substrato foi revolvid@gpromover a troca gasosa, aumento da
superficie de contato do fungo e substrato e quabrmicélio para aumentar a taxa de
esporulacdo dos isolados Brechoderma. Apos sete dias de incubacao, o substrato de cada
saco foi lavado com &agua corrente para a extrag@ocdnidios. A concentragdo de
conidios foi determinada em camara de Neubauerustagia a 10conidios/mL de
suspensao.

Os experimentos foram conduzidos em dois viveirosarciais de mudas de
eucalipto, um em sistema de minijardim clonal, liaze@os nos municipio de Luziania

(GO) e outro, com a producdo de mudas por semdotadjzado em Patos de Minas
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(MG). Foram adicionados 100 mL da suspens&o fundi@aconidios/mL) em 30 quilos
de substrato composto por casca de arroz carb@ngagrmiculita na proporcéao de 1:1,
previamente enriqguecido com macro e micro nutreen#s g do adubo comercial
Osmocote), seguido da homogeneizacdo em mistudimaipo betoneira. Tubetes com
volume de 50 crh previamente esterilizados conforme o método @tesgor Alfenas et.

al. (1999) foram preenchidos com essa mistura.

No minijardim clonal, cada tubete com o substrateebeu uma estaca do clone G-
100 Eucalyptus urophilla x Eucalyptus grandis) e foram, entdo, acondicionados em casa
de enraizamento dotada de sistema de irrigacamgimulizacdo. Decorridos 20 dias, as
mudas foram transferidas para area com 50% de samlento, onde permaneceram por
10 dias. Ao completar 30 dias de idade, as mudasnforansferidas para canteiros a céu
aberto, recebendo duas aplicagbes foliares coness8es ddrichoderma nas mesmas

concentracdes anteriores, com intervalo de 30 dias.

No viveiro nao protegido, o0s tubetes contendo satustinoculado com
Trichoderma, preparado como descrito acima, ap0s receberaseragntes da espécie
Eucalyptus urophylla foram mantidos em canteiros a céu aberto, corgagéo por
aspersao. Apo6s germinacao, foi feito o desbasteamo uma planta por tubete. As
mudas receberam aplicacbes mensais de suspenséchielerma, como no experimento

anterior

Em ambos os experimentos, as plantas foram avaligdanto a altura, com o
auxilio de régua milimetrada, arrancadas com a®sa¢ conduzidas ao laboratorio. As
raizes foram separadas na regido do colo e lavddamndo-se o0 excesso de agua. Foram
entdo colocadas em estufa @) raizes e parte aérea, tomando-se 0s valoresadsa

seca, ap0s secagem por 48 horas.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiemte ao acaso com 3
repeticbes, sendo que cada repeticdo foi compastarpa bandeja contendo 214 mudas
de eucalipto. Os dados obtidos foram avaliados jeske de Tukey (5% de probabilidade)

utilizando o programa de estatistica SISVAR (Feare1000).

Produc&o de Acido Indolacético poiTrichoderma

Os mesmos isolados deichoderma utilizados nos experimentos de promocao de
crescimento foram transferidos para frascos der@bpQcontendo 100 mL de meio BD
(Batata Dextrose). Como indculo, utilizaram-se gidéscos (5 mm de didmetro) retirados
da zona de crescimento de colbnias com cinco dadatle. As culturas foram incubadas
em estufas incubadoras (Lab-line incubator-shakasteabe NT 711), com agitagdo a 150
rpm, a temperatura de 25 °C, durante sete diass &pée periodo, a parte liquida foi
coletada por filtragem a vacuo, utilizando papefilti® (14 um). Os filtrados das culturas
foram distribuidos em tubos de ensaio e adiciondddReagente de Salkowski, composto
por 150 mL de HCIQ 250 mL de agua destilada e 7,5 mL de 0,5 M ddF&€O, na
proporgéo 1:2 (v/v) , de acordo com a metodologscdta por Gravel et al. (2007). Foram
utilizados dois controles negativos: 1) tubo deaensontendo 1 mL do filtrado e 2 mL de
agua destilada; 2) tubo de ensaio contendo 1 ndgda destilada e 2 mL do reagente de
Salkowski. Os tubos de ensaio, contendo as soluf@®en agitados por 30 segundos e,
entdo, incubados a temperatura ambiente, por 20tosinA producéo de AlA foi avaliada
em espectrofotometro, com absorbancia de 535 navéGet al., 2007). As determinacdes
de AIA de cada amostra foram realizadas em trifdicau seja, 3 erlenmeyers para cada

tratamento.
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Colonizacao endofitica d&richoderma em mudas de eucalipto

Utilizaram-se mudas de eucalipto procedentes deireivcomercial de Luziania
(GO). As mudas cultivadas em tubetes e com 90 idede haviam sido tratadas (trés
aplicacdes, uma com tratamento do substrato e pliasrizacbes) com os isolados de
Trichoderma CEN 162, CEN 209, CEN 262, CEN 498 e CEN 500,msa® anterior. Em
laboratério, as mudas foram lavadas em &gua cerresgm ferir as amostras e
descartando-se as danificadas. A desinfeccdo siperdos o6rgdos da plantas deu-se
através de lavagens por imersdo, como a seguis. \thkres em agua destilada esterilizada
por 30 segundos, seguida de solugdo de &lcoatcetlli70% por 1 minuto, solucéo de
hipoclorito de sodio a 3% por 4 minutos, novamente solucdo de alcool etilico a 70%
por 30 segundos e trés vezes em agua destiladaminuto, para retirar os resquicios dos

esterilizantes, conforme utilizado por Pimentel0@0

Em dez plantas amostradas, foram utilizados questdacos de cada 6rgéo obtidas
da seguinte maneira: as folhas foram cortadas ewoslide 5 mm; os caules, em
fragmentos de 3 a 5 mm e as raizes, em fragmeatbsad® cm. O material foi plaqueado e
misturado de acordo com cada 6rgao e tratamergcisabdo em meio BDA e incubados
em camara BOD a 25° C, com fotoperiodo de 12 hd@snte 5 dias. Também foram
plagueadas amostras retiradas de plantas com asamearacteristicas do ensaio, porém,
nao tratadas conirichoderma. Foram realizadas trés repeticbes para cada patedo

orgaos das plantas inseridos nas placas de Petramostra.
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Resultados e Discussao

Nos experimentos de avaliacdwichoderma como promotor de crescimento,
conduzidos com o clone G-100 (Tabela 1), os isal&ieN 162 e CEN 262 apresentaram
as maiores médias de massa seca de raiz e paetg déerindo significativamente das
testemunhas. Os incrementos médios chegaram a d8G#so seco de raiz e parte aérea
em relacdo a testemunha. Para os isolados CENCHI9,498, os valores médios desse
incremento foram intermediarios. O isolado CEN 5@@r sua vez, ndo diferiu

significativamente da testemunha, ndo tratada toamoderma (Figura 1).

Em termos de desenvolvimento de parte aérea, @disolCEN 262 diferiu
significativamente de todos isolados, com plantassmobustas, o que resultou em um
aumento médio de altura de 43% em relacdo a testemul\s plantas tratadas com os
isolados CEN 162, CEN 209 e CEN 498 mostraramfaanédia, 22,7% maiores do que a

testemunha e n&o diferiram significativamente dtago CEN 500 e da testemunha.

Tabela 1 - Promocdo de crescimento de mudas délddgbde Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla, Luziania, GO.

Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

Massa seca (Q)

Isolados
Raiz Parte aérea Altura (cm)
CEN 162 -T. agperellum 0,52 a 1,54 a 38,8b
CEN 209 -T. pseudokoningii 0,35 bc 1,1 bc 379b
CEN 262 -T. harzianum 0,54 a 1,66 a 442 a
CEN 498 -T. harzianum 0,36 b 1,16 b 36,8b
CEN 500 -T. harzianum 0,28 bc 0,84 cd 32,7c¢
Testemunha 0,22 c 0,7d 30,8 ¢
C.v 29,1 26,2 17,35

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas federdientre si,
pelo teste de Tukey, (p<0,05).

64



Figura 01 — Enraizamento e crescimento de hibridSucal yptus grandis x Eucalyptus
urophylla em substrato tratado com os isolado3mehoderma, CEN 162, CEN 209, CEN
262, CEN 498, CEN 500 e com aspersdes adicionais sospensdes fangicas. A
testemunha néo recebeu tratamento com o fungo.

No experimento conduzido no municipio de Patos deaM (MG) com mudas
geradas a partir de sementesHiealipus urophylla (Tabela 2), as analises estatisticas
revelaram que as médias dos pesos de matéria saedzds e partes aéreas das plantas
tratadas com o isolado CEN 26Zrichoderma harzianum) foram significativamente
superiores as plantas tratadas com os demais @soldelTrichoderma. O incremento
médio de matéria seca obtido com esse isoladoef@i7g6% em relacao a testemunha. Os
isolados CEN 162, CEN 209, CEN 498 e CEN 500 né&srichm significativamente dos
valores médios das testemunhas, em termos de anagdra, tanto de raiz como de parte
aérea.

As plantas tratadas com os isolados CEN 162, CENe26EN 498 apresentaram
alturas semelhantes a da testemunha. Ja aquetataraom os isolados CEN 209, CEN

262 e CEN 500 mostraram crescimento menor quessaptado pela testemunha.
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Tabela 2- Promocgédo de desenvolvimento em mudasEdealyptus urophylla por isolados de
Trichoderma, Patos de Minas (MG).

Eucalyptus urophylla

Massa seca (Q)

Isolados

Raiz Parte aérea Altura (cm)

CEN 162 -T. agperellum 0,4b 10cd 26,7 a

CEN 209 -T. pseudokoningii 0,45 ab 0,9cd 190b

CEN 262 -T. harzianum 0,55a l15a 29,7 a

CEN 498 -T. harzianum 04Db 1,12 bc 275a

CEN 500 -T. harzianum 04Db 0,6 cd 20,5b
Testemunha 04Db 0,7 cd 20,7 b

C.V. 25,9 34,2 24,1

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas federdientre si,
pelo teste de Tukey, (p<0,05).

Os experimentos conduzidos nas duas localidadesseqgaram diferentes
resultados, indicando respostas diferenciadassatesdos deélrichoderma em relagéo ao
uso de clone e sementes na producéo de mudas.rEsgkados mostram que a agao dos
isolados ddlrichoderma sdo em nivel de espécies para essas duas vaseatadecalipto.
Ousley et al(1993) relataram resultados evidenciando respaitasenciadas a isolados
de Trichoderma, sobre o crescimento de alface e trigo. Essesesutdilizaram isolados
produtores de viridiol, um antibiético que, apaeen¢nte, teve efeito negativo na
germinacado de alfacédctuca sativa L.) e outros isolados, produtores de acidos graxos
glicerol, que atuaram positivamente no crescimefgotrigo {riticum aestivum L.).
Harmann (2000) mostrou, em estudos conduzidos esa da vegetagcao e campo, que
aplicbes deTrichoderma (T-22) no solo aumentou a taxa de desenvolvimento do
tomateiro. Esse autor postula que esse efeito &acmnem seus estudos seja pelo controle
da microbiota deletéria as raizes, ja que foi tamlagsa colonizagdo dos pelos radiculares

pelo Trichoderma ou, ainda, pela acdo direta, sobre as plantas, elabdlitos ndo
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identificados, produzidos pelo antagonista. Res¢2d@4) verificou com um isolado de
harzianum, maior acumulo de matéria seca nas raizes das pldetanilho oriundas de
sementes inoculadas. As raizes das plantas ames®nsinais da colonizacdo pelo
Trichoderma. Lynck (1992) relatou o potencial doichoderma como agente bioldgico na
agricultura, pela habilidadem estimular o crescimento de plantas, visto quee es
proporcionou um aumento de 27 a 54% do peso frecalface. Tsahouridou e
Thanassolopoulos (2001) observaram que isolados Tdekoningii promoveram
significativamente maior emergéncia de semente®mate e, também, aumento de peso
seco e fresco em relacdo as plantas ndo tratada$rochoderma. Portanto, os resultados
obtidos neste trabalho corroboram com dados obpdosliferentes autores, mostrando o
grande potencial de uso agricola desse fungo.

A partir da metodologia adotada por Gravel et2007) observaram-se diferencas
na producdo de AIA entre os isolados Techoderma (Figura 2). Entretanto, outros
fatores podem estar envolvidos na promocao deiorestn. De acordo com resultados
obtidos neste trabalho, os isolados CEN 162 e CE#n&o apresentaram producdo de
AlA em niveis detectaveis, enquanto com os isol&ielsl 209 e CEN 500, esse hormdnio
foi detectado em baixos niveis. O isolado CEN 2&2lou niveis consideravelmente
superiores em relacdo aos demais isolados, porpaet® vezes mais producédo de AlIA

do que a detectada com o CEN 209 (Figura 2).
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Producao de AIA
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Concentracao de AlA a 535 nm

CEN 162 CEN 209 CEN 262 CEN 498 CEN 500

Isolados

Figura 2 — Producao de AIA pelos isoladosTdiehoderma spp. a 535 nm
de absorbancia.

A concentragdo elevada de AlA verificada nas aeslide filtrado de cultura do
isolado CEN 262 sdo compativeis com os valoresiobtnos experimentos relativos ao
desenvolvimento de miniestacas de eucalipto claned,atingiu aumento de 137%, 145%
e 43% de parte aérea, raiz e altura das plangsativamente, comparados a testemunha.
Esse dado estd em concordancia com os resultadosto® por Gravel et al(2007) que
encontraram correlacdo entre a producao deiAMMro por um isolado dé&. atroviridein
vitro e a promocgéao de crescimento de plantas de tonagdelds com o fungo, em cultivo
hidroponico. Esses autores sugeriram a producase dégshormonio como mecanismo
usados por alguns isolados deichoderma, que resultaria em maior enraizamento e
crescimento de plantas e que, também, constitagieatégica do hiperparasita em suas
interacbes antagonistas. Esse postulado encordtansacdo no trabalho conduzido por
Roco e Peréz (2001), ao demonstrar que a adicdAleo meio de cultura ndo teria
afetado o desenvolvimento de harzianum, mas teria reduzido o crescimento radial de

colonias deAlternaria alternata.
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Outros estudos devem ser desenvolvidos para deraorsstpossivel correlacdo
entre producdo de AIA e promocdo de crescimentanddas de eucalipto, no caso
especifico do isolado CEN 262. Vale lembrar, eatr&t, que filtrado de cultura do isolado
CEN 162, embora nado tenha mostrado presenca de p&ld método de analise de
utilizado, demonstrou efeito altamente positivo desenvolvimento das miniestacas de

eucalipto, nos ensaios conduzidos com o hibrid®-1

De acordo com Bjorkman (2004), as taxas de crestorde raizes de milho com
alta sensibilidade a AIA podem ser reduzidas comaaddesse fitohormonio, enquanto
que a adicdo de AIA exdgeno nas raizes de milho baira sensibilidade a esse
fitohormdnio pode resultar em maior taxa de cresotm Parece razoavel, portanto,
sugerir que mudas dE. urophylla apresentam menor sensibilidade a AIA exdgeno
produzidos pelos isolados deichoderma em relagdo aos clones, jA que as mudas obtidas
de sementes e tratadas com o isolado CEN 262 apmem® incremento médio em
producéo de raizes, de 37,5% . Por outro lado,uamsitratadas com os isolados CEN 209
e CEN 500, produtores de AIA, nao diferiram sigrafivamente das testemunhas. As
mudas clonais tratadas com esses mesmos isolaglosu@ vez, apresentaram ganhos

meédios de peso seco de raizes, que variaram de ((3BB6262) a 27% (CEN 500).

As tentativas de localizarrichoderma nas mudas de clones de eucaliptos G-100
revelaram auséncia de qualquer indicio de coloazaelo fungo, em todos os 6rgaos das
mudas clonais de eucalipto, a excecdo das raizpselda que foram tratadas com os

isolados CEN 162, CEN 262 e CEN 498 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Deteccdo da presenca endofiticardighoderma em mudas tratadas com
isolados do fungo.

Plantas tratadas Orgéos das plantas
Isolados Folhas Caules Raizes
CEN 162 -T. asperellum i i +
CEN 209 -T. pseudokoningii i i
CEN 262 -T. harzianum i i +
CEN 498 -T. harzianum i i +

CEN 500 -T. harzianum

Testemunha - - -

Os antagonistas que apresentaram efeito positivdesenvolvimento das mudas
clonais de eucalipto foram os mesmos detectadosizaindo raizes das mudas, ou seja, 0s
isolados que ndo promoveram desenvolvimento de snada foram capazes de colonizar
as raizes. Fungos do génerfrichoderma tém sido encontrados colonizando,
endofiticamente, plantas de diversas familias lica&nsem causar doencas ou, auxiliando
a planta a controlar patbgenos. Souza et al. j280¢aram inUmeros fungos endofiticos
de plantas toxicas da Amazoniglicourea longiflora Rich e Srychnos cogens Bentham,
inclusive Trichoderma, comprovandp atividades biocontroladoras desses isolados
endofiticos, contra varios patdgenos de plantagang& et al. (2003), por outro lado, ndo
obteve sucesso no re-isolamento de espécies. darzianum e T. spirale de folhas,
embora esse fungo tenha sido isolado a partir heg@ frutos d&heobroma gileri. De
acordo com os autores, os isolados obtidos mostraf@iéncia contraCrinipellis roreri.
Portanto, os isolados diichoderma com presenca endofitica nas raizes de eucalipto,
provavelmente, desempenham algum tipo de relagécessas plantas.

Conclusao

1. Alguns isolados delrichodema revelaram produgcdo do fitohorménio AIA, em

testes de filtrados de colonias com o reagent&atkewski.
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2. O isolado CEN 262 de€l. harzianum, que apresentou maior producdo do
fitohormdnio AIA, demonstrou também capacidade olerdzar raizes das mudas

de eucalipto do clone G-100.

3. O isolado CEN 262 proporcionou o maior indice dsedgolvimento em raizes e

parte aéreas das mudas de eucaliptos.
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Consideracoes finais

O fungo C. scoparium é encontrado em todas as regifes brasileirasamdoisvarias
doengas em eucaliptos como a mancha-foliar e oaormahbto. Essas doencas podem afetar
0 enraizamento e crescimento de eucalipto, prifrog@te na fase de mudas, onde seu
desenvolvimento ocorre em viveiros ou minijardi@®s métodos de controle desses
fitopatdgenos sdo baseados no uso de fungicidasagmentam o custo da producédo das
mudas e contribuem para a contaminacdo do meioeatebiVarias espécies do género
Trichoderma, s&o, comprovadamente, organismos com alta efi@iéno controle
biolégico de doengas de plantas, além de atuareno gyomotores de enraizamento e
crescimento de plantas. Neste trabalho, foram isel@dos isolados dd&richoderma
altamente promissores para a cultura do eucaliptaotilizacdo pratica em massa desse
fungo para o controle da mancha-foliar causada @orscoparium depende do
desenvolvimento de pesquisa que focalizem formekkedmétodos de dispersdo do agente
de biocontrole. Estudos taxonémicos também coestittum aspecto relevante no
desenvolvimento de programas de controle biologispecialmente no caso das espécies
de Trichoderma, para as quais a taxonomia nédo esta bem estalzel€aracterizacdo em
nivel de espécies deve ser elaborada ndo apenabasmnnos aspectos morfoldgicos e
coloniais, mas também pelo uso de marcadores nlatesipara identificacdo acurada das

espécies.
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