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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp. no controle
da mancha-foliar do eucalipto causada por Cylindrocladium scoparium por meio de ensaios in
vitro e utilizando folhas destacadas, como também, determinar a capacidade de esporulacao dos
isolados de Trichoderma spp. em dois substratos, graos de arroz parboilizado e de milheto. Os
experimentos in vitro consistiram em pareamentos de culturas e exposicao do patégeno a
possiveis metabdlitos volateis e nao volateis produzidos por Trichoderma spp. Foram
constatadas, por exames ao microscoépio de luz, alteracdes morfolédgicas em hifas e inibicdo no
crescimento micelial de C. scoparium. Para os testes com folhas destacadas, foram utilizadas
folhas de um clone hibrido de eucalipto resultante de cruzamentos entre Eucalyptus grandis e
Eucalyptus urophylla. Observou-se a supressao de sintomas da doenca com todos os isolados de
Trichoderma nas folhas inoculadas com o isolado CEN 494 de C. scoparium, enquanto que com
o isolado CEN 517, aparentemente mais agressivo, os isolados de Trichoderma spp. nao
apresentaram a mesma eficiéncia. A esporulacao dos isolados de Trichoderma spp. testados, em
termos de biomassa colonizada, foi variavel, de 5,7 x10° a 7,3 x108 conidios/g de substrato.
Com base nos resultados obtidos, isolados de Trichoderma spp. poderdo ser usados em
estratégias de desenvolvimento de biofungicidas, especialmente o CEN 262, identificado como 7.
harzianum, dado o seu efeito supressivo sobre C. scoparium e sua capacidade de esporulacao,

independente do substrato e do periodo de avaliacao adotados.

Termos para indexagcao: Controle biolégico, producao de inéculo, Cylindrocladium scoparium.
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Evaluation of trichoderma spp. Isolates in the spot leaf
control of eucalyptus species and for the sporulation
capability in solid substrates

Abstract

This study aimed to evaluate the potential of 7Trichoderma spp. isolates in the control of
eucalyptus leaf-spot caused by Cylindrocladium scoparium through of in vitro tests using
detached leaves, as well as, to determine the capacity of sporulating of Trichoderma spp.
isolates in two substrates, grains of parboilized rice and millet. The experiments consisted of /n
vitro pairing of cultures and the pathogen exposure to possible non-volatile and volatile
metabolites produced by Trichoderma spp. were found, for examination under the microscope of
light, morphological changes in hyphae and inhibition in mycelial growth of C. scoparium. To the
detached leaves tests, were used leaves of eucalyptus hybrid clone derived from crosses
between Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla. Was observed the suppression of disease
symptoms with all isolates of Trichoderma in the inoculated leaves with the isolate CEN 494 of
C. scoparium, while with the isolate CEN 517, apparently more aggressive, the Trichoderma
isolates not had the same efficiency. The sporulation of tested Trichoderma, in terms of
colonized biomass was variable between, 5.7 x10° to 7.3 x 108 conidia/g for substrate. Based on
the results obtained, the Trichoderma isolates can be used in the development of strategies
biofungicide, especially the CEN 262 isolate, identified as 7. harzianum, given its suppressive
effect on C. scoparium and your capacity of sporulation, independent of the substrate and the
assessment period adopted.

Index terms: Biological control, inoculum production, Cylindrocladium scoparium.



Introducéo

A producdo de mudas de eucalipto, na maioria das empresas florestais, é realizada por
propagacao vegetativa, visando uniformidade dos povoamentos, melhor adaptacao dos clones as
condicdes locais e aumento da produtividade. Com a expansao da cultura do eucalipto, houve
incremento na demanda por mudas clonais, ocasionando ao aumento das doengcas em viveiros
quando acondicionadas em casas de nebulizacdo. Esses locais, caracterizados pela umidade e
temperatura elevadas, apresentam as condicOes ideais para o enraizamento das miniestacas,
porém, favoraveis aos diversos patégenos (XAVIER e COMERIO, 1998).

No Brasil, a mancha-foliar de eucalipto, causada por espécies de Cylindrocladium Morgan, é uma
doenca de ocorréncia quase sempre severa, em mudas clonais (FERREIRA, 1989). As manchas
foliares resultam em necrose das folhas, seguida de morte ou inibicdo do crescimento das
mudas. Estas, se utilizadas para plantio, quase sempre morrem, quer pela acao do patégeno
original, quer por ataque de patégenos secundarios.

Queiroz et al. (2004) afirmam que espécies de Trichoderma tém recebido grande atencao da
pesquisa pela sua versatilidade como agentes de biocontrole de fitopatégenos. Resultados de
campo com Trichoderma harzianum Rifai, por exemplo, indicaram suas diferentes condicdes
ambientais no controle de vérias doencas.

A bioatividade desses fungos pode se dar de forma direta, mediada por enzimas degradadoras da
parede celular (LIMA et al., 1997; EL-KATATNY et al., 2001), por secrecao de diversos
antibiéticos, competicao por espaco e por nutrientes, ou ainda, por inducao de resisténcia de
plantas a doencas e ao estresse (HARMAN, 2000; HOWELL, 2003).

Producao de in6culo em condicdes de laboratério é informacao necesséria para o
desenvolvimento de agentes de biocontrole. O cultivo de fungos em larga escala, em muitos
casos, tem-se baseado no uso de substratos sélidos. Graos de cereais oferecem a vantagem de
serem prontamente biodegradaveis (JACKSON, 1997; THANGAVELU et al., 2004; FORTES et
al., 2007).

O trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp.
no biocontrole da mancha-foliar do eucalipto in vitro e a capacidade de esporulacdo, dos mesmos

isolados, em graos de arroz e de milheto.

Material e Métodos

Isolados do patégeno e do antagonista

O trabalho foi conduzido com 12 isolados de Trichoderma spp., sendo CEN 515 (7. koningii),
CEN 516 (7. atroviride), CEN 518, CEN 519 e CEN 520 (7. harzianum) obtidos de amostras de
solo coletadas em éarea de plantio de eucalipto localizada em Luzidnia-GO; um isolado, CEN 498

(T. atroviride) de amostras de solo rizosférico de Pinus, coletadas no Parque da Cidade, localizado



em Brasilia-DF; um isolado CEN 500 (7. harzianum), em campo de producado de goiabas com
relatos de infeccdo por Cylindrocladium, no estado do Pernambuco; os outros cinco isolados,
pertencentes as espécies T. asperellum (CEN 162), T. harzianum (CEN 201 e CEN 262), T.
pseudokoningii (CEN 209) e CEN 492 (Trichoderma sp.), sdo pertencentes a colecdo de Culturas
de Fungos para o Controle de Fitopatégenos e de Plantas Daninhas da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). Estes ultimos foram escolhidos com base em resultados
anteriormente obtidos no controle do mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum de Bary),
tombamento (Rhizoctonia solani Kiinh.) e podriddoes de raizes e do colo (Sclerotium rolfsii Sacc.)
do feijoeiro. As amostras de solo foram processadas segundo o método de diluicdo seriada
(DHINGRA e SINCLAIR, 1985) em meio de Martin e a identificacdo dos isolados obtidos realizada
com chave interativa desenvolvida por Samuels et al. (2008).

Para os ensaios de biocontrole, utilizaram-se dois isolados de Cylindrocladium scoparium: CEN
494, doado pela empresa International Paper, de Mogi-Guacu-SP e CEN 517, obtido de lesdes
foliares de plantas coletadas em area comercial de eucalipto, situada no municipio de Luziania-

GO.

Avaliacdo do antagonismo ao fungo C. scoparium por isolados de Trichoderma spp. em cultivo
pareado

O antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. contra C. scoparium foi avaliado em confronto
direto, utilizando-se o método de pareamento de culturas em placas de Petri, de acordo com
Dennis e Webster (197 1a). A multiplicacao inicial, tanto dos isolados de Trichoderma spp.
guanto dos isolados do patdégeno, foi realizada em placas contendo o meio de batata-dextrose-
agar (BDA), acondicionadas em camara de crescimento do tipo B.0.D. a 25°C e com fotoperiodo
de 12 horas, durante 5 dias. Para o confronto direto dos organismos, foram estabelecidas trés
repeticoes. Discos (b mm de diametro) retirados das culturas puras do patdégeno e do antagonista
foram depositados diametralmente opostos em placas contendo o mesmo meio e incubadas nas
mesmas condicoes descritas. Placas de BDA, contendo sé o patégeno, foram utilizadas como
controle. Para as avaliacGes, aos sete dias de cultivo, foram atribuidas notas de acordo com a
escala estabelecida por Bell et al. (1982).

Para verificacao de alteracées morfoldgicas nas hifas de Cylindrocladium sp. atacadas por
Trichoderma spp., foram preparadas laminas contendo as estruturas da zona de confronto de
ambos os fungos. Sob microscoépico 6ptico com lente de aumento de 40X, foram examinadas a
presenca de enrolamento e plasmadlise de hifas, crescimento de hifas paralelas, bem como

alteracoOes estruturais.



Avaliacédo do efeito inibidor de metabdlitos volateis e ndo volateis produzidos por Trichoderma
spp. sobre C. scoparium

O efeito inibidor de metabdlitos volateis dos isolados de Trichoderma spp. sobre C. scoparium foi
testado, conforme descrito por Dennis e Webster (1971b). Duas bases de placas de Petri,
contendo BDA, foram individualmente inoculadas com discos (5 mm de diametro) de culturas do
patégeno e do antagonista e, em seguida, incubadas nas condi¢cdes anteriormente descritas.
Apds 24 horas, as bases contendo o antagonista e o patégeno foram sobrepostas e unidas por
filme de PVC, para impedir o escape de metabdlitos volateis, sendo novamente incubada nas
mesmas condicdes. Como testemunha, foram sobrepostas bases contendo apenas o patégeno.
As avaliacoes do crescimento micelial foram realizadas quando toda a superficie do meio se
apresentou colonizada pelo patégeno, nas placas testemunha.

Os isolados de Trichoderma spp. foram testados quanto a inibicdo do desenvolvimento do
patégeno por metabdlitos ndo volateis, utilizando-se o método descrito por Agrawal et al. (1977),
com modificacdes. Esse método consistiu no cultivo dos isolados em frascos Erlenmeyer,
contendo 250 mL de meio liquido a base de batata-dextrose (5 discos de 5 mm de didmetro por
frasco), retirados de culturas de Trichoderma com cinco dias de idade. A incubacao ocorreu em
agitador orbital, a 150 rpm, a 25°C, em auséncia de luz. Apés esse periodo, a parte liquida foi
coletada por filtracdo em papel de filtro e, apés passagem por membrana estéril de celulose (0,45
um), foi incorporada ao meio BDA autoclavado, na proporcao de 25% (v/v). Foram preparadas
trés placas com filtrado de cada antagonista, para cada um dos dois isolados do patdgeno. As
placas de Petri com o meio foram inoculadas, no centro, com discos de culturas do patégeno e
incubadas a 25°C. A testemunha consistiu de placas contendo meio BDA sem filtrado de
Trichoderma, inoculadas com C. scoparium. As medicOoes do crescimento radial foram tomadas
quando toda a superficie do meio, nas placas testemunhas, se apresentou colonizada pelo
patégeno.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Preparo de Trichoderma spp. para testes em folhas destacadas

O inéculo para os ensaios em folha destacada foi produzido em graos de arroz parboilizado,
utilizando, como indculo-semente, discos de culturas desenvolvidas em meio BDA. Foram
utilizados cinco isolados de Trichoderma spp. (CEN 162, CEN 209, CEN 262, CEN 498, CEN
500), selecionados nos ensaios in vitro anteriores.

Graos de arroz, previamente umedecidos com agua destilada a 60% (p/v), foram distribuidos em
sacos plasticos de polipropileno (300 g de arroz seco /saco), sendo estes vedados com grampos,
e auto-clavados (120°C, por 25 minutos). Cada saco recebeu, assepticamente, oito discos (b mm
de diametro) das coldnias de Trichoderma. A incubacao foi em B.O.D. a 25°C com fotoperiodo

de 12 horas. A cada dois dias o substrato foi revolvido para promover a troca gasosa, quebra do



micélio e aumento da superficie de contato do fungo com o substrato para a producao mais
elevada de esporos (JACKSON, 1997). Apds sete dias de incubacdo, o substrato de cada saco
foi lavado com agua corrente (aproximadamente 2 litros de dgua) para a extracao do inéculo. A

concentracido de conidios foi ajustada a 107 conidios/mL.

Avaliacao da supressdo da mancha - foliar causada por C. scoparium por Trichoderma spp. em
folhas destacadas de eucaliptos

Para avaliacdo da supressao da mancha foliar de C. scoparium em folhas destacadas de
eucaliptos, primeiramente, foi induzida a esporulacdo dos patégenos CEN 494 e CEN 517 em
meio liquido SG. Apds 15 dias de cultivo em agitador orbital com rotacdo de 170 rpm a 27°C, os
conidios foram coletados por filtracdo em camada dupla de gaze e preparadas as suspensoes de
inéculo, contendo 10° conidios/mL.

Cinco antagonistas foram selecionados a partir de testes in vitro (CEN 162, CEN 209, CEN 262,
CEN 498, CEN 500). Para a preparacao do inéculo desses isolados de Trichoderma, discos
retirados da periferia de col6nias dos isolados cultivados em BDA (5 mm de diametro) foram
distribuidos em frascos Erlenmeyer contendo graos de arroz umedecidos com agua destilada
(60% p/v), previamente autoclavados. A incubacédo se realizou a 25°C e 12 horas de luz, durante
sete dias.

As folhas destacadas utilizadas nos experimentos foram obtidas de minijardim clonal de
eucaliptos livre de doencas, cultivadas em casa de vegetacdo, na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Utilizaram-se folhas jovens, com idade de 10 a 15 dias, que tiveram seus peciolos
destacados junto as hastes. As folhas, previamente lavadas com agua destilada, tiveram os
peciolos envolvidos em algoddao umedecido com agua destilada esterilizada e foram dispostas
sobre papel de filtro, também umedecido com &gua esterilizada e distribuidas em caixas do tipo
gerbox (um par de folhas/caixa).

Apds inoculacao, as caixas gerbox foram envolvidas com pelicula plastica transparente de PVC a
fim de manter uma alta umidade relativa do ar no seu interior, sendo mantidas sobre a bancada
de laboratério, a temperatura ambiente.

O inéculo foi aspergido sobre as folhas, nas concentracdes de 10° e 107, para os isolados de C.
scoparium e Trichoderma spp., respectivamente. As pulverizacdes do antagonista foram
imediatamente seguidas de inoculacao dos patégenos. Foram incluidos trés tratamentos
testemunha: 1) pulverizacdo com agua destilada; 2) pulverizacdo com os dois isolados de C.
scoparium; 3) pulverizacao com isolados do antagonista.

Foram realizadas trés repeticdes por tratamento, constituindo a unidade experimental, uma caixa
de gerbox. As avaliacOes ocorreram aos cinco dias de incubacdo, com a escala proposta por

Alfenas et al. (2004) (Figura 1).



Figura 1. Escala diagramatica de severidade (% de éarea foliar lesionada) da mancha - foliar causada por Cylindrocladium
spp. em eucalipto.

Avaliacdo da esporulacdo de 7Trichoderma spp. em graos de arroz parboilizado e de milheto

Os mesmos isolados de Trichoderma spp., utilizados no cultivo pareado, foram utilizados
para a realizacdo desse experimento. Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 125 mL, cada um
recebendo 25 g do substrato, adicionado de dgua destilada (60% p/v). Apds vedacao com
tampao de algodao, os frascos foram autoclavados a 120 °C, durante 25 minutos. Foi
transferido, assepticamente, trés discos (5 mm de diametro) de BDA, contendo micélio e esporos
dos agentes de biocontrole. Os frascos foram incubados na B.0.D., a temperatura de 25°C, em
fotoperiodo de 12 horas, por sete e 11 dias. A cada dois dias, os frascos com substrato foram
revolvidos para promover a aeracao, quebra do micélio para aumentar a superficie de contato
com o intuito de aumentar a taxa de esporulacdao dos fungos. Amostras do substrato colonizado
foram processadas para determinacao da concentracao de esporo por grama de substrato,
conforme descrito anteriormente, aos 7 e aos 11 dias.

O presente experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes, em arranjo fatorial 12x2x2, representados pelos 12 isolados de Trichoderma
spp., pelos periodos de incubacdo e pelos dois substratos sélidos. Os dados obtidos em todos os
experimentos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% utilizando-se o programa de estatistica SAEG (RIBEIRO, 2001).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos na inibicdo do crescimento micelial dos isolados de C. scoparium, quando
confrontados em cultivo pareado com os 12 isolados de Trichoderma spp. sdo mostrados na
Tabela 1. Cinco isolados (CEN 162, CEN 209, CEN 262, CEN 498 e CEN 500) apresentaram

grau maximo (classe 1) da escala de Bell et al. (1982), reduzindo o crescimento de ambos os



isolados do patdégeno e esporulando sobre toda a superficie das placas. Os isolados CEN 201,
CEN 519 e CEN 520 colonizaram pelo menos 2/3 da superficie do meio (classe 2), apresentando
potencial de biocontrole, juntamente com outros isolados que se colocaram ora na classe 1 (CEN
515 e CEN 516), ora na classe 2 (CEN 518), dependendo do isolado do patégeno utilizado. O
isolado CEN 492, foi o Unico que ndo exerceu atividade antagbnica contra os isolados do
patdgeno nos testes de pareamento de culturas, uma vez que estes avancaram sobre ele e
colonizaram a maior superficie do meio.

Tabela 1. Classificacdo dos isolados de Trichoderma spp. quanto ao antagonismo exercido sobre dois
isolados de Cylindrocladium scoparium, no teste de pareamento de culturas'’.

C. scoparium (CEN 494) C. scoparium (CEN 517)
Isolados

CEN 162 T. asperellum 1 1
CEN 201 T. harzianum 2 2
CEN 209 T. pseudokoningii 1

CEN 262 T. harzianum 1 1
CEN 492 Trichoderma sp. 3 3
CEN 498 T. harzianum 1 1
CEN 500 T. harzianum 1 1
CEN 515 T harzianum 1 2
CEN 516 T atroviride 1 2
CEN 518 T harzianum 2 1
CEN 519 T.harzianum 2 2

CEN 520 7. harzianum 2 2

Escala de Bell et al. (1982): nota 1-sobreposicdo de Trichoderma, que colonizou toda a superficie do meio e reduziu a
colbdnia do patégeno; nota 2-sobreposicdo de Trichoderma, que colonizou pelo menos 2/3 da superficie do meio; nota 3-
Trichoderma e patégeno colonizaram mais que 1/3 e menos que 2/3 da superficie do meio; nota 4-patégeno colonizou ao
menos 2/3 da superficie do meio e resistiu a invasdo por Trichoderma; nota 5-sobreposicdo do patégeno que colonizou
toda a superficie do meio.

Quanto as amostras de micélio retiradas da zona de confronto, cujos isolados de Trichoderma
spp. foram classificados com notas 1 e 2 frente a C. scoparium no pareamento das culturas
encontram-se na Tabela 2. Ao serem examinadas ao microscoépio 6ptico, tais amostras revelaram
crescimento paralelo e enrolamento das hifas de 7Trichoderma spp. em torno das hifas do
patégeno, bem como plasmélise de hifas do patégeno. Os exames de amostras retiradas de
placas cultivadas apenas com os isolados do patdégeno, por sua vez, nao evidenciaram tais

alteracdes, que foram atribuidas a acao do antagonista (Figura 2).



Tabela 2. InteragGes antagonistas entre hifas de Trichoderma spp. e de isolados de Cylindrocladium
scoparium, observadas ao microscépio 6ptico, com aumento de 40x ',
Isolados de Trichoderma spp.

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 + - + + * + + + + + - f
hifas paralelas

Enrolamento de + - + + * + + + + + : -
hifas

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

Mnteracdes: ndo observadas (*), auséncia (-) e presenca (+).

Figura 2. Interacdes observadas ao microscépio 6ptico entre hifas de C. scoparium e Trichoderma spp. : A:
(CEN 209) e B: (CEN 500) - enrolamento das hifas de Trichoderma em hifas de Cylindrocladium scoparium;
C: (CEN 498) - crescimento de hifas paralelas de Trichoderma e C. scoparium; D: hifa sadia de C.
scoparium; E: plasmdlise em hifas de C. scoparium induzida pelo isolado CEN 162 de Trichoderma.

Rocha e Oliveira (1998), também, relataram alteracdes em Colletotrichum gloeosporioides
(Penzig) Saccardo, quando confrontado com isolados de Trichoderma. Segundo Papavizas (1985)
essas alteracdes evidenciam o micoparasitismo direto exercido por Trichoderma. Entretanto, mais
de um mecanismo de acao pode estar simultaneamente envolvido na acao antagonista de
Trichoderma. Competicao, por exemplo, embora mais dificil de ser determinado, é considerado
um dos mais eficientes, podendo resultar em limitacdo, para o patégeno, de nutrientes e agua,

ou de sitios onde esses fatores nutricionais sao mais abundantes, durante o periodo de pré-
penetracdo (PERELLO et al., 2003).

Quanto aos resultados relativos aos experimentos com metabdlitos volateis e ndo volateis, houve
pouca diferenca no comportamento dos isolados de Trichoderma frente aos dois isolados do
patégeno (Tabelas 3 e 4). Com relagdo aos metabdlitos volateis, os valores médios da

porcentagem de inibicdo micelial, exercida sobre os isolados CEN 494 e CEN 517 do patégeno,



variaram de 7,4% (CEN 519) a 37,7 % (CEN 162, CEN 262 e CEN 498) e de 11,1% (CEN 520)
a 33,3% (CEN 209 e CEN 500), respectivamente. Em termos de didmetro médio de crescimento
micelial, seis dos 12 isolados diferiram da testemunha, porém, nao diferiram entre si, no
confronto com o isolado CEN 494. J&, em relacédo ao isolado CEN 517, todos os isolados de
Trichoderma diferiram da testemunha. Entre isolados, essa diferenca s6 foi significativa com o
isolado CEN 520 comparado aos quatro melhores isolados (CEN 162, CEN 209, CEN 262, CEN
498, CEN 500) deste ensaio

Tabela 3. Bioatividade de metabdlitos volateis de Trichoderma spp. em relacdo ao crescimento micelial de
dois isolados Cylindrocladium scoparium (CEN 494 e CEN 517)",

CEN 494 CEN 517
Isolados Diametro médio (cm) Inibicdo (%) Diametro 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 6,0 a 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 5,33 a 40,7 6,33 ab 29,6
CEN 500 - T. harzianum 5,66 a 37,7 6,0 a 33,3
CEN 515 - 7. harzianum 7,0 abc 22,2 7,0 abc 22,2
CEN 516 - T. atroviride 6,33 ab 29,6 7,33 abc 18,6
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 11,1 8,0 c 11,1
Controle . 9,0c 0 9,0d 0
C.V. 9,3 8,0

"Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto aos testes de metabdlitos ndo volateis, a variagdo dos valores médios de porcentagem de
inibicdo micelial verificada foi de 4,4% (CEN 519) a 42,2% (CEN 498) e de 4,3% (CEN 492) a
26,6% (CEN 162 e CEN 209), para os isolados CEN 494 e CEN 517, respectivamente. Neste
caso, em termos de didmetro médio de inibicao, seis dos 12 isolados diferiram da testemunha,
porém, quatro se destacaram dentre esses melhores (CEN 262, CEN 498, CEN 500 e CEN 515),
no confronto com o isolado CEN 494. J4 em relacao ao isolado CEN 517, embora seis isolados
tenham diferido da testemunha, nao houve diferenca significativa entre isolados, exceto para o
isolado CEN 492, que apresentou o maior valor de diametro médio de coldnia do patégeno. Esses
dados obtidos revelaram maior tolerancia do isolado CEN 517 aos metabdélitos volateis e ndo

volateis produzidos por Trichoderma spp.



Tabela 4. Bioatividade de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. em relacdo ao crescimento micelial
de dois isolados de Cylindrocladium scoparium (CEN 494 e CEN 517)"".

Metabdlitos nao volateis

CEN 494 CEN 517
Inibicao

Isolado de Trichoderma Diametro médio (cm) Inibicdo (%) Didmetro médio (cm) (%)
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 5,3 a 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 5,2 a 42,2 7.0 ab 22,2
CEN 500 - T. harzianum 5,4 a 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 25,56 7,33 abc 18,5
CEN 518 - T. harzianum 8,0 bc 11,1 8,0 abcd 11,1
CEN 519 - T.harzianum 8,6c 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

Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O nivel de controle biolégico de um patdgeno pode variar com o isolado do agente de biocontrole
utilizado e com sua adaptabilidade as condicoes bidticas e abidticas especificas (DENNIS e
WEBSTER, 1971a, 1971b), dentro e entre espécies de Trichoderma. Bell et al. (1982),
recomendaram a selecdo de antagonistas contra doencas especificas. Antibiose exerce
importante papel no controle biolégico, podendo atuar em conjunto com a competicao e agir
sinergisticamente com o micoparasitismo, resultando em maior nivel de controle (HARMAN,
2000). Testes in vitro, baseados nesses mecanismos de biocontrole tém sido largamente
utilizados para selegao de isolados e servem, como indicativos do modo de acdo do antagonista.
Este trabalho representa um esforco para selecionar isolados ativos contra C. scoparium, tendo
sobressaido os isolados CEN 162, CEN 209, CEN 262, CEN 498 e CEN 500 como promissores
para testes in vivo.

Nos ensaios para avaliacado da supressao da mancha-foliar causada por C. scoparium conduzidos
com folhas destacadas de eucaliptos (Tabela 5), com os cinco isolados selecionados de
Trichoderma spp., observou-se um melhor efeito do antagonista contra o CEN 494 de C.
scoparium. Nestes tratamentos, todos os isolados do antagonista apresentaram eficiéncia em
suprimir a doenca. Os valores médios de severidade da mancha-foliar ndo ultrapassaram o nivel
de 1% da escala proposta por Alfenas et al. (2004). Excecéao foi verificada com o isolado CEN
498, para o qual esses valores chegaram a 4%. Ja nos tratamentos utilizando-se o isolado CEN

517 do patégeno, indices de doenca inferiores aos observados na testemunha foram obtidos com



os isolados CEN 162, CEN 262 e CEN 500 (15% de doenca). Com o isolado CEN 209 a

severidade média de doenca foi de 31%, superando a testemunha, com 24%.

Tabela 5. Efeito de isolados de Trichoderma spp. na supressdo da mancha-foliar de C. scoparium, em folhas
destacadas de eucalipto.

Severidade média

Isolados de C. scoparium

Isolado CEN 494 (%) CEN 517 (%)

CEN 162 - T. asperellum 1 15
CEN 209 - T. pseudokoningii 1 31
CEN 262 - T. harzianum 0 15
CEN 498 - T. atroviride 4 24
CEN 500 - T. harzianum 1 15
Testemunha 24 24

Testes com folhas destacadas tém se mostrado Uteis na determinacado do potencial de agentes
de biocontrole. Tatagiba et al. (1998) selecionaram isolados de 7. inhamatum e Gliocladium
roseum, para controle de Botrytis cinerea, em folhas de roseira. Segundo esses autores, foi
possivel diferenciar isolados com niveis de reducédo de esporulacdo nas lesdes, da ordem de 90 a
100%. Gomes et al. (2001) embora nao tenham alcancado sucesso na avaliacdo de isolados de
Trichoderma para controle da mancha-foliar causada por C. spathulatum, em folhas destacadas
de erva-mate, selecionaram isolados de Bacillus subtilis, utilizando esse método. Neste trabalho,
aparentemente essa metodologia, com folhas destacadas de eucaliptos, nao foi totalmente
satisfatéria para avaliacdo da acao antagonista dos isolados de 7richoderma spp.. Aos cinco dias
de inoculadas com C. scoparium, o indice da doenca atingido nas parcelas testemunhas foi de
24%, quando o valor maximo da Tabela proposta por Alfenas et al.(2004) é de 44%. O
experimento teve que ser encerrado apds a primeira leitura, dada a rapida deterioracao das
folhas, apds este periodo. De qualquer modo, experimentos de campo sdo sempre necessarios
para melhor avaliar as potencialidades dos isolados selecionados em laboratoério.

O bom desempenho dos isolados de Trichoderma, CEN 162, CEN 209, CEN 262, CEN 498 e
CEN 500, nos experimentos in vitro mostram que estes, além de praticos, servem para avaliacado
preliminar da capacidade antagonista e, ainda, o comportamento dos microrganismos, em termos
de capacidade de adaptacao, crescimento e reproducao. Entretanto, esses testes possuem
limitacOes por nao reproduzirem o ecossistema para 0s quais 0s organismos sao selecionados,
podendo os resultados, nao coincidirem com aqueles obtidos em condicdes normais de ambiente
(FORTES et al., 2007).

Na esporulacado de Trichoderma em dois substratos sélidos (graos de arroz parboilizado e
milheto), houve interacao tripla entre os trés fatores (isolados dos antagonistas, periodos de
incubacao e substratos), de acordo com as Tabelas 6, 7 e 8. Em termos gerais, maiores taxas de
esporulacao dos isolados de Trichoderma, foram obtidas em arroz parboilizado em relacado ao

milheto, sendo que os valores médios de esporulacao dos isolados de Trichoderma foram de 3,37



x 10%onidios/g e 2,84 x10° conidios/g, respectivamente. Com respeito ao tempo de incubacéo,
a melhor taxa de esporulacéo foi obtida aos 11 dias, quando foram contados 3,37 x 10°

conidios/g do substrato, enquanto aos sete dias esse valor foi de 2,85 x 10° conidios/g.

Tabela 6. Efeito dos substratos e tempo de incubacéo na esporulacéo de Trichoderma".

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

WMédias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5 % de probabilidade.

Ao ser analisado o periodo de incubacao de sete dias em relacdo aos dois substratos, observou-
se que os isolados CEN 262, CEN 498 e CEN 519, alcangaram maiores niveis de esporulacdo. As
médias variaram entre 5,6 x 10° (CEN 262) e 5,8 x 10° (CEN 498) conidios/g, em milheto e 4,9 x
10° conidios/g, (CEN 519), em arroz parboilizado. Os isolados CEN 209, CEN 492, CEN 515,
CEN 518 e CEN 520 apresentaram menores indices de esporulagdo em arroz parboilizado (CEN
518), milheto (CEN 209, CEN 515 e CEN 520) ou em ambos os substratos (CEN 492) com
variacdo de 0,6 x 10° (CEN 518) a 2,4 x 10° (CEN 209) conidios/g. Os isolados CEN 162, CEN
201, CEN 500 e CEN 516 esporularam em niveis intermediarios, variando em 1,9 x 10° (CEN
201) a 4,4 x 10° (CEN 500) conidios/g, sendo que os isolados CEN 162 e CEN 516
proporcionaram maiores niveis de esporulacdo em arroz parboilizado, enquanto os isolados CEN

201 e CEN 500, em milheto (Tabela 7).

Tabela 7. Esporulacéo de isolados de Trichoderma spp. em dois substratos sélidos diferentes, aos 7 dias de
incubacdo'.

Esporulacdo em conidios por grama

Isolados

Arroz parboilizado Milheto
CEN 162 - T. asperellum 35Ac 3,0Bcd
CEN 201 - T. harzianum 1,9Bd 2,6 Acd
CEN 209 - T. pseudokoningii 2,4Ad 0,8Be
CEN 262 - T. harzianum 5,0B a 5,6 Aa
CEN 492 - Trichoderma. sp. 1,0Ae 1,0Ae
CEN 498 - T. atroviride 4,8 B ab 5,8Aa
CEN 500 - 7. harzianum 4,3Bb 4,4Ab
CEN 515 - T. harzianum 2,0Ad 1,0Be
CEN 516 - T. atroviride 3b5AcC 2,5Bd
CEN 518 - T. harzianum 0.6 Be 3,25 Ac
CEN 519 - T.harzianum 4,9 A ab 2,5Bd
CEN 520 - T. harzianum 4,3Ab 0,73 Be
C.V. 10,91 7,34

Esporulacdo média (x 10° esporos.g”’ de substrato). Médias seguidas de mesma letra, mailscula na horizontal e
minuUscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.



Quanto ao tempo de incubacdo de 11 dias, utilizando os mesmos substratos, observaram-se
maiores niveis de esporulacdo, variando de 4,5 x 10° (CEN 162) a 7,7 x 10° (CEN 262) conidios/g
de substrato com os isolados CEN 162, CEN 201 e CEN 262, sendo que os isolados CEN 162 e
CEN 201 esporularam melhor em arroz parboilizado e o CEN 262, em milheto. Os isolados CEN
209, CEN 500, CEN 515, CEN 516, CEN 518 e CEN 519 apresentaram os menores indices de
producao de esporos em milheto (CEN 209, CEN 519); arroz parboilizado (CEN 515) ou em
ambos os substratos (CEN 500, CEN 516 e CEN 518), com variacdo de 1,0 x 10° (CEN 516) a
1,6 x 10° (CEN 518 e CEN 519) conidios/g de substrato. Os isolados CEN 492, CEN 498 e CEN
520 esporularam em niveis medianos, variando de 2,1 x 10° (CEN 520) a 7,0 x 10° (CEN 498)
conidios/g de substrato (Tabela 8).

Os experimentos para avaliacao da esporulacao de agente de Trichoderma demonstram que a
variabilidade dos isolados também, em termos de exigéncia nutricional e tempo de incubacao
para producao de esporos. Por outro lado, disponibilidade, custo, rendimento e praticidade sao
requisitos importantes a serem considerados na escolha do substrato para cultivo do agente de
controle, especialmente quando o intuito é o desenvolvimento de biofungicida. Graos de cereais
oferecem essas vantagens, por isso sdo os mais utilizados (JACKSON, 1997; THANGAVELU et
al., 2004; FORTES et al., 2007). Eles sao prontamente biodegradaveis, facilitando as aplicacdes
no campo e, adicionalmente, apresentam facilidade para quantificacdo dos propagulos
produzidos.

Tabela 8. Esporulacdo de isolados de Trichoderma spp. em dois substratos sdélidos aos 11 dias de
incubacdo'".

11 dias de incubacéo

Esporulacdo (conidios.g”' de substrato)

Isolados

Arroz parboilizado Milheto
CEN 162 4,5 Aa 2,8 Ba
CEN 201 4,5 Aa 2,0 Bd
CEN 209 1,5 Acde 1,1 Ba
CEN 262 5,0 Ba 7.7 Aa
CEN 492 3,3 Ab 3,3 Ac
CEN 498 3,3 Bb 7.0 Ab
CEN 500 1,3 Ade 1,5 Aef
CEN 515 1,1 Bde 3,3 Ac
CEN 516 1,0 Ae 1,0 Af
CEN 518 1,6 Acd 1,6 Adef
CEN 519 3,8 Ab 1,6 Bdef
CEN 520 2,1 Ac 2,2 Ad
C.V. 4,37 4,57

"Esporulagdo média (x 10° esporos.g™’ de substrato). Médias seguidas de mesma letra, mailscula na vertical e mintuscula
na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.



Conclusoes

1) O isolado CEN 517 de C. scoparium é mais tolerante do que o CEN 494 a acdo dos isolados
de Trichoderma testados.

2) Bioensaios em folhas destacadas podem ser Uteis na selecdo prévia do agente de biocontrole
da mancha-foliar do eucalipto, porém, tais testes devem ser validados em viveiros de producao
de mudas.

3) Em termos de esporulacdo em substrato sélido, os isolados de Trichoderma apresentam

respostas varidveis, com o tipo de substrato e periodo de avaliacao utilizado.
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