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Uma das doencas que mais chama a atencdao em
espécies arboreas e florestais pela dificuldade

de controle quimico é a armilariose, causada por
fungos de solo do género Armillaria (KRUGNER;
AUER, 2005). O controle biolégico é uma das
medidas preconizadas contra esses fitopatdgenos.
Para tal, fungos antagonistas e competidores sao
empregados, tendo como exemplos principais
aquelas espécies pertencentes ao género
Trichoderma (PAPAVIZAS, 1985; HOMECHIN,
1991).

Espécies de Trichoderma sao reconhecidamente
hiperparasitas de varios patdégenos, destacando-
se Armillaria spp. (HAGLE; SHAW, 1991; RAZIQ,
2000). Estudos classicos mostram a associacao
parasitica de Trichoderma a Armillaria, a qual pode
ser explorada como forma de controle (BLISS,
1951; PAPAVIZAS, 1985).

O presente trabalho apresenta uma série de
informacdes que podem auxiliar no isolamento
e cultivo de Trichoderma para selecdo de cepas
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especializadas em parasitar fungos do género
Armillaria, para programas de controle biolégico da
armilariose.

Isolamento

Uma das formas para se direcionar o isolamento
de cepas de Trichoderma parasitas de Armillaria é
gue esta atividade seja feita com material doente,
infectado com o patégeno. O material coletado
para isolamento deve ser limpo antes de entrar
no laboratério, escovando-se ou raspando-se

a casca da planta, para a retirada de solo e de
residuos do campo (FERNANDEZ, 1993). Apés
limpar a superficie, retira-se a camada externa da
casca, usando-se uma faca ou lamina previamente
flambada. Devem-se retirar fragmentos de placa
micelial de Armillaria visivelmente contaminados
pelo fungo Trichoderma, facilmente identificaveis
pela coloracao verde-clara, causada pela
esporulacao do fungo.

Na capela de fluxo laminar, os fragmentos da placa
micelial sdo retirados e inseridos em placas de Petri
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contendo meio seletivo para Armillaria — MSA
(extrato comercial de batata-dextrose-agar, 39 g;
solucado de rosa bengala — 3,3 mg; carbendazim

— 20 mg; etanol 96 °GL - 25 mL; cloranfenicol

— 250 mg; solucao de acido latico a 25%, 1 mL;
agua ultrapurificada, 1000 mL) descrito por Gomes
(2005). Todos os ingredientes sao misturados
antes da esterilizagdao em autoclave, a 120 °C,

15 min. As placas de MSA com os fragmentos sao
incubadas em camaras BOD a temperatura de 25 °C,
possibilitando o desenvolvimento do antagonista
para fora do fragmento e seu crescimento como
uma colénia no meio de cultura. Essa metodologia
tem sido empregada para a obtencao de isolados
de Armillaria (AUER et al., 2011), contudo pode ser
empregada também para Trichoderma, por reduzir a
contaminacao das culturas com bactérias e outros
fungos indesejaveis.

Purificacao de culturas

As culturas de Trichoderma sao posteriormente
transferidas para placas de Petri com meio BDA
comercial (extrato de infuso de batata, dextrose
e agar, 39 g; 1000 mL de adgua destilada) e
incubadas em BOD a temperatura de 25 °C.
Pequenas porcoes do meio contendo o micélio da
borda das col6nias sao transferidas para tubos de
ensaio ou para novas placas com meio BDA, a fim
de se obter as col6nias puras.

Cultivo do fungo Trichoderma

Para os estudos de fisiologia e para a producao de
micélio para as andlises moleculares, os isolados
podem ser repicados para novas placas com meio
BDA e incubados em camara BOD a temperatura de
25 °C. Essa temperatura foi considerada por Ferreira
et al. (2005) como 6tima para o seu crescimento
em meio de cultura.

O fungo apresenta crescimento micelial continuo
em meio sélido, de aspecto cotonoso. A coloracado
inicialmente é branca, tornando-se de coloracao
verde-clara em funcao da profusa esporulacao.

A esporulacao é constituida por conidiéforos e
conidios tipicos de Trichoderma, de forma esférica a
ovoéide, de coloracao verde-clara.

Preservacao de culturas de Trichoderma
Os isolados purificados e identificados podem
ser preservados por dois métodos. O primeiro,
pelo método da cultura imersa sob refrigeracao a
4 °C, com a cultura em tubos de ensaio contendo

meio BDA e seu recobrimento com dleo mineral
estéril (FERNANDEZ, 1993; GONCALVES et al.,
2007). Por esse método, as culturas podem ser
preservadas por até 10 anos, sem a necessidade de
repicagem periédica.

O outro método é o da repicagem periédica em
meio BDA (FERNANDEZ, 1993; GONCALVES et
al., 2007), a cada 6 meses, em tubos de ensaio ou
placas de Petri com meio BDA.

Producéao de inoculante de 7Trichoderma
Para esta atividade, torna-se necessaria uma
suspensao de esporos do antagonista. Culturas
puras de Trichoderma em placas de Petri contendo
meio BDA sdo mantidas sob iluminacao artificial
continua (luz fria), a temperatura ambiente préxima
de 25 °C, para garantir uma abundante esporulacéo.
Apés, preparar uma suspensao de conidios, fazendo-
se a raspagem da superficie da cultura com alca de
Drigalski e uma aliquota de 10 mL de dgua estéril e a
lavagem da placa com mais 40 mL de agua estéril.

Para a formulacao do inoculante, pode-se utilizar

o método do grao de trigo colonizado pelo fungo
Trichoderma, relatado por Ferraz et al. (2003). Os
graos de trigo sao previamente colocados em agua
fria e aquecidos até o ponto de fervura. Apds,
retira-se o excesso de dgua. Porcdes de 200 g séo
acondicionadas em sacos plasticos autoclavaveis e
posteriormente esterilizadas em autoclave por uma
hora a 120 °C. Para a inoculacdo, prepara-se uma
solucdo de dextrose (20 g L' de agua esterilizada)
contendo a suspenséao de conidios do fungo com
concentracao final de 108 propagulos mL". Aliquotas
de 3 mL sao injetadas em cada saco pléastico
contendo o substrato, com seringas descartaveis.
Posteriormente, o conteldo é homogeneizado

e mantido em prateleiras em condicdes de
temperatura ambiente com luz continua até a
colonizacao completa do substrato, periodo que
varia entre 7 e 14 dias. Ao final do processo, os
sacos se apresentardao com coloracao esverdeada,
mostrando intensa esporulacédo do fungo.

Decorrido o periodo de multiplicacdo do inéculo,

o conteldo de cada embalagem é transferido para
cartuchos de papel, com capacidade para 10 kg
para secagem ventilada a temperatura entre 30 e
40 °C, por 48 horas. Apds a secagem, o conteldo é
embalado em doses de 200 g e mantido em camara
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fria, a 12 °C, até a aplicacdo. Recomenda-se a
aplicacao do inoculante tao logo seja possivel, para
evitar a perda da sua viabilidade.

O inoculante pode ser usado para implantar os
ensaios de controle em plantas envasadas ou de
controle de focos da armilariose. Normalmente,
nesses ensaios o inoculante é incorporado ao
substrato (vaso) ou solo (campo) antes do plantio
das mudas de Pinus (GOMES, 2005). A dosagem
do inoculante pode variar em funcao da quantidade
disponivel, do tamanho da area e do potencial de
indculo presente no solo (RAZIQ, 2000). Estudos
de controle biolégico da armilariose feitos por
Gomes (2005) empregaram 200 g de inoculante de
Trichoderma por cova e mostraram potencial para
o controle de Armillaria sp. em arvores jovens de
Pinus elliottii var. elliotti.
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