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Avaliacao de Isolados de Trichoderma
spp. e Gliocladium virens na
Promocao de Crescimento em Mudas
de Eucalipto e na Producdo de Acido

Indolacético /n Vitro

Santos, R.P.’;
Carvalho Filho, M.R.?;
Martins, 1.>;

Mello, S.C.M.*
Menézes, J.E.°

Resumo

A propagacao vegetativa por meio de estaquia constitui a principal forma de multiplicacao
do eucalipto em escala comercial. Espécies de Eucalyptus sofrem o ataque, principalmente,
de fungos. Procurou-se avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp. e de
Gliocladium virens, como promotores de crescimento em mudas clonais de eucalipto e a
producao de acido indolacético. Para a promocao de crescimento em mudas clonais de
eucalipto, foram adicionados 100 mL da suspens&o aquosa (107 conidios/mL) a 30 kg de
substrato (casca de arroz carbonizada e vermiculita + fertilizante quimico). Aos tubetes,
preenchidos com esse mistura, foi colocada uma estaca de eucalipto (G-100). Apds o
enraizamento e aclimatacao, as mudas foram transferidas para canteiros a céu aberto,
recebendo trés aplicacdes foliares com suspensbdes de Trichoderma spp. (10’
conidios/mL), a cada 21 dias. Os isolados CEN 500, CEN 501, CEN 502, CEN 503, CEN
504, CEN 511, CEN 513 e CEN 522, que mais se destacaram nesse experimento, foram
testados quanto a producao de 4cido indolacético. Destacam-se como promotores de
crescimento da raiz (CEN 513 e CEN 522) e da parte aérea (CEN 502, CEN 503 e CEN

504). Nenhum isolado de biocontrole produz AlA.

Termos para indexacdo: Trichoderma, Gliocladium virens, promocao de crescimento,

eucalipto, acido indolacético.
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Abstract

The vegetative propagation for stake is the principally form the multiplication of the
eucalyptus plants in scale commercial. Eucalyptus species have suffer, principally, for
fungus. Evaluation the potential the isolates the Trichoderma spp. and Gliocladium virens,
as development promotions the clone the eucalyptus and production indolacetic acid. For
growth promotion of clone the eucalyptus, was added 100 mL the agqueous suspension
(107 conidios/mL) of 30 kg the substract (rice of rusk carbonized and vermiculite plus
chemical fertilization). The “tubetes” was fulfilled with mix, and planted with stake the
eucalyptus (G-100). After enrooting and acclimation, the plants was transferred of sky
open. This was received three revel applications with suspension of Trichoderma spp. (107
conidios/mL), after 21 days. The CEN 500, CEN 501, CEN 502, CEN 503, CEN 504, CEN
511, CEN 513 e CEN 522 segregate that was the best in experiments, was tested with
indolacetic acid. Detaching in root growth promoters (CEN 513 e CEN 522) and in aerial
parts (CEN 502, CEN 503 e CEN 504). None isolate of biocontrol produce indolacetic acid.

Index terms: Trichoderma, Gliocladium virens, growth promotion, eucalyptus, indolacetic

acid.



Introducao

A propagacao vegetativa por meio de estaquia constitui a principal forma de multiplicacao
do eucalipto (Eucalyptus) em escala comercial (HIGASHI et al., 2000). A clonagem de
gendtipos promissores vem possibilitando um consideravel avanco na silvicultura intensiva
dessa espécie no Brasil (SANTOS, 1994).

Espécies do género Eucalyptus, constantemente sofrem o ataque dos mais variados
patégenos, principalmente dos fungos, desde a fase de viveiro até os plantios adultos,
ocorrendo nos mais variados locais, espécies e épocas do ano (SANTOS et al., 2001).
Espécies dos géneros Trichoderma e Gliocladium sao fungos de vida livre altamente
interativos na raiz, solo e ambientes foliares. Sdo conhecidos por produzir uma larga escala
de antibidticos e parasitar outros fungos. Também podem competir com outros
microorganismos por exsudados da semente, mas principalmente por nutrientes e/ou
espaco (HARMAN et al., 2004). Sao capazes de promover o crescimento de plantas e
aumento da produtividade, alem de solubilizar micronutrientes insoluveis do solo,
influenciar no pH do solo e na microflora (ALTOMARE et al., 1999). A promocao de
crescimento é devido a solubilizacao de fosfato e micronutrientes do solo (RANASINGH et
al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de 15 isolados de Trichoderma spp. e dois
isolados de Gliocladium virens como promotor de crescimento em mudas clonais de

eucalipto e avaliar /n vitro, a producao de &cido indolacético (AlA).

Materiais e Métodos

Obtencédo de inéculo de Trichoderma e Gliocladium para os testes in vivo

Dezessete isolados dos agentes de biocontrole foram utilizados para os experimentos in
vivo. Esses antagonistas fazem parte da Colecdo de Culturas de Fungos para o Controle de
Fitopatégenos e de Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN).

Graos de arroz umedecidos com agua destilada (30 mL) a 60% (p/v) foram colocados em
Erlenmeyers (50 g de arroz seco/frasco), vedados com tampdes de algodao e autoclavado
a 120°C durante 20 minutos. Apds o processo de esterilizacdo, cada Erlenmeyer recebeu
assepticamente cinco discos de 5 mm de didmetro retirados das colbnias de Trichoderma e
Gliocladium em meio BDA com cinco dias de incubacado a 25°C em fotoperiodo de 12h.
ApOds esse processo, foram incubados em cédmara do tipo B.O.D. nas mesmas condicoes
descritas anteriormente. Os Erlenmeyers foram agitados de dois em dois dias para

descompactar o arroz e aumentar a taxa de esporulacao. Apds 7 dias de crescimento, os



graos colonizados foram lavados com agua e peneirados para retirar a parte sélida,
utilizando-se a solucao dos conidios. A concentracao de conidios na solugcao foi
determinada em camara de Neubauer e ajustada a 107 conidios/mL de suspenséo.

O experimento para avaliacdo da promocao de crescimento em mudas clonais de eucalipto
foi realizado em um viveiro comercial do municipio de Luziania (GO). 100 mL da suspensao
aguosa (107 conidios/mL) foram adicionados em 30 kg de substrato, que é composto de
uma parte de casca de arroz carbonizada e outra parte de vermiculita, acrescido de
fertilizante quimico (45 g de Osmocote), posteriormente homogeneizados em misturador do
tipo betoneira. Os tubetes foram preenchidos com esse substrato.

Em cada tubete foi colocada uma estaca do clone hibrido de eucalipto G-100 (Eucalyptus
urophilla x E. grandis). Os tubetes foram para a fase de enraizamento, na casa de
vegetacao dotada de controle de temperatura e umidade. Apdés o periodo de enraizamento
e aclimatagcédo, aos 30 dias de idade, as mudas foram transferidas para canteiros a céu
aberto, recebendo trés aplicacdes foliares com suspensdes de Trichoderma (10’
conidios/mL), com intervalo de 21 dias.

Ao final do periodo de 95 dias as amostras foram coletadas inteiramente ao acaso e
acondicionadas em sacos de papel. As raizes foram separadas na regiao do colo e lavadas
em agua corrente, os sacos contendo as devidas partes das plantas foram secos em estufa
(70°C) tomando-se os valores de massa seca apés secagem por 48 horas. Em laboratério,
as plantas foram avaliadas quanto ao peso seco das raizes e parte aérea. Utilizaram-se seis
repeticoes de cada isolado sendo que cada repeticao foi composta por trés partes da planta
por saco.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com 2 repeticdes, sendo
gque cada repeticao foi composta por uma bandeja contendo 214 mudas de eucalipto e
amostradas entre todas as plantas.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise estatistica (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa de estatistica

SISVAR (FERREIRA, 2000).

Producido de Acido Indolacético por isolados de Trichoderma spp. e Gliocladium virens

Os isolados dos agentes de biocontrole utilizados nos experimentos de promocao de
crescimento que mais se destacaram no ensaio anterior (CEN 500, CEN 501, CEN 502,
CEN 503, CEN 504, CEN 511, CEN 513 e CEN 522) foram testados quanto a producao de
acido indolacético in vitro, individualmente, utilizando-se trés meios liquidos para cultivo:
BD (Batata Dextrose), aveia e extrato de carne-peptona. Para cada isolado foram
preparadas trés repeticoes (Erlenmeyers). Os isolados foram transferidos para frascos de
250 mL contendo 100 mL de meio, utilizaram-se cinco discos de 5 mm de diametro

retirados da zona de crescimento de col6nias com cinco dias de idade para incorporacao



em cada meio. Os frascos foram colocados em estufas incubadoras, com agitacdo a 150
rom a 25°C durante sete dias. Apds esse periodo, a parte liquida foi coletada por filtragem
a vacuo, utilizando papel de filtro (14 um). Foi tomada uma aliquota de 1 mL do
sobrenadante, a qual se adicionaram 2 mL de solugao de Salkowski (150 mL de HCIO4,
250 mL de agua destilada e 7,5 mL de 0,5 M de FeCls.6H20). Para confecgdo da curva
padrao utilizou-se uma solucédo de AIA na proporgcdo de TmgAIA / 1 mL H20 e preparada as

concentracdes de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 — Curva padrédo de calibracédo do AlA.

Quant. (mg) AlA (uL) H20 (uL) Reagente (ulL) Total (uL)
0 0 1000 2000 3000
10 10 990 2000 3000
20 20 980 2000 3000
30 30 970 2000 3000
40 40 960 2000 3000
100 100 900 2000 3000

Foi utilizado um controle negativo: tubo de ensaio contendo 1 mL do filtrado e 2 mL de
agua destilada. Os tubos de ensaio contendo as solucdes foram agitados e incubados a
temperatura ambiente por 20 minutos antes das leituras.

A producao de AlA foi determinada em espectrofotdmetro, com absorbéancia de 535 nm
(GRAVEL et al., 2007), sendo os valores subtraidos do controle negativo e comparados

com a curva padrao, que possui linha de regressdo (Absorbancia=0,0047x + 0,211)

Resultados e Discusséo

Os resultados obtidos da promocéao de crescimento pelos isolados de Trichoderma spp. e
Gliocladium virens estao apresentados na Tabela 2. Dois isolados (CEN 513 e CEN 522) se
destacaram como promotores de crescimento da raiz (Figura 1) e trés isolados (CEN 502,

CEN 503 e CEN 504), da parte aérea (Figura 2).

Tabela 2 — Peso médio e classificacdo dos isolados de Trichoderma spp. e Gliocladium virens quanto
& promocéo de crescimento de mudas clonais de eucalipto'’.

Isolados Pesorr;}i:iso(g)e trés Aumento % gz rr;ic;l(i;;cr?gs) partes Aumento %
CEN 500 1,05 ab 61,5 3,52 ab 43,5
CEN 501 0,93 abc 43,6 3,42 ab 39,5
CEN 502 1,05 ab 61,5 3,63 a 48,3
CEN 503 1,00 abc 53,8 3,78 a 54,4
CEN 504 1,05 ab 61,5 3,67 a 49,7

CEN 505 0,88 abc 35,9 3,08 abc 25,9
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Isolados

Peso médio de trés

Aumento %

Peso médio trés partes

Aumento %

raizes (g) aéreas (g)
CEN 506 1,03 abc 59,0 3,23 ab 32,0
CEN 507 1,03 abc 59,0 3,25 ab 32,7
CEN 508 0,93 abc 43,6 3,12 ab 27,2
CEN 509 1,00 abc 53,8 3,18 ab 29,9
CEN 510 0,80 abc 23,1 3,10 abc 26,5
CEN 511 1,12 ab 71,8 3,35 ab 36,7
CEN 512 0,53 ¢ -17,9 2,03 ¢ -17,0
CEN 513 1,20 a 84,6 3,65 ab 44,9
CEN 514 1,03 abc 59,0 3,65 ab 44,9
CEN 521 0,97 abc 48,7 2,88 abc 17,7
CEN 522 1,17 a 79,5 3,48 ab 42,2
Testemunha 0,65 bc 0,0 2,45 bc 0,0
C.V. 25,25 15,92

"Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 1 — Promocéo de crescimento da raiz de muda clonal de eucalipto em substrato tratado com Trichoderma

harzianum (CEN 522), e com aspersdes adicionais do agente de biocontrole.
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Figura 2 - Promocdo de crescimento da parte aérea de muda clonal de eucalipto em substrato tratado com
Trichoderma harzianum (CEN 503) e com aspersées adicionais do agente de biocontrole.

Esses resultados obtidos na promogéao de crescimento em mudas de eucalipto, mostram
variabilidade entre isolados dos géneros Trichoderma e Gliocladium quanto a eficiéncia em
promover ganhos significativos de matéria seca em mudas de eucalipto. Fortes et al.
(2007) trabalhando com Trichoderma spp. obteve aumento significativo na porcentagem
de enraizamento de microestacas de um clone de Eucalyptus. Resende et al. (2004)
trabalhando com promocéao de crescimento de milho obteve aumento significativo no
acumulo de matéria seca em sementes inoculadas com Trichoderma harzianum. Os
resultados obtidos neste trabalho se assemelham com dados obtidos por diferentes
autores, caracterizando o potencial uso agricola desses agentes de biocontrole.

Com a leitura da curva padrao do AIA (Figura 3) foi feita a linha de regresséao
(Absorbancia=0,0047x + 0,211) e determinou-se a producdo do horménio por cada
isolado testado. Os isolados de Trichoderma que apresentaram maiores niveis de promogao
de crescimento, ao serem testados quanto a producao de AlA, ndo apresentaram resultado

positivo, em nenhum dos trés meios de cultura utilizados.
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Figura 3 — Leitura da curva padrdo de AIA no espectrofotdometro com absorbancia de 535 nm.

Conclusao

1) Todos os isolados de Trichoderma e Gliocladium virens, com excecao do CEN 512
(T.atroviride), sdo capazes de promover crescimento significativo de raizes e de partes
aéreas, em mudas de eucalipto, de acordo com os testes realizados.

2) Nenhum isolado de biocontrole produz AIlA in vitro, pelo método testado.
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