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APRESENTACAO

A obra “Avancos Cientificos e Tecnoldgicos nas Ciéncias Agrarias” € composta pelos
volumes 3, 4, 5 e 6, nos quais sdo abordados assuntos extremamente relevantes para as
Ciéncias Agrarias.

Cada volume apresenta capitulos que foram organizados e ordenados de acordo com
areas predominantes contemplando temas voltados a produgéo agropecuaria, processamento
de alimentos, aplica¢édo de tecnologia, e educacgao no campo.

Na primeira parte, sdo abordados estudos relacionados a qualidade do solo,
germinagéo de sementes, controle de fitopatdgenos, bem estar animal, entre outros assuntos.

Na segunda parte séo apresentados trabalhos a cerca da produg¢do de alimentos
a partir de residuos agroindustriais, e qualidade de produtos alimenticios apds diferentes
processamentos.

Na terceira parte s&o expostos estudos relacionados ao uso de diferentes tecnologias
no meio agropecuario e agroindustrial.

Na quarta e ultima parte sédo contemplados trabalhos envolvendo o desenvolvimento
rural sustentavel, educacao ambiental, cooperativismo, e produgéo agroecoldgica.

O organizador e a Atena Editora agradecem aos autores dos diversos capitulos por
compartilhar seus estudos de qualidade e consisténcia, os quais viabilizaram a presente
obra.

Por fim, desejamos uma leitura proveitosa e repleta de reflexdes significativas que
possam estimular e fortalecer novas pesquisas que contribuam com os avancos cientificos e

tecnologicos nas Ciéncias Agrérias.

Julio César Ribeiro
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RESUMO: Uma variedade de cepas polivalentes
de isolados de Trichoderma esta disponivel
no mercado para controle biol6gico de pragas
e doencas de plantas, além de estarem no
campo nativo e antropizado representando a
diversidade global. Tendo como objetivo analisar
a fisiologia do crescimento, morfometria de
isolados de Trichoderma spp. Os experimentos
foram conduzidos em trés etapas: i) Fisiologia do
crescimento: em uma populacdo de 25 isolados,
em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticoes, foram avaliados o: fator 1: efeito
dos isolados (25), fator 2 - efeito dos tipos de
estresse (trés - sorbitol, NaCl e sem estresse),
fator 3 - efeito da temperatura (10°C, 20°C e
27°C). i) Diariamente durante sete dias o diametro
da colénia (mm) foi medido. ii) Morfologia e
Morfometria: a partir dos isolados cultivados
anteriormente caracterizou-se as col6nias
morfologicamente, realizou-se a morfometria dos
conidios e avaliou-se a produtividade de conidios
em cada condicdo morfocultural imposta. Testes
de hipbteses paramétricas e ndo paramétricas
e analises multivariadas foram utilizadas para
distinguir os tratamentos. A partir da fisiologia
do crescimento observou-se o efeito individual
dos isolados, identificando o isolado SLV1 por
apresentar a maior média de crescimento em
todos os dias avaliados; o estresse que mais
inibiram o crescimento dos isolados foram NaCl



seguido do sorbitol, havendo variacdes de insensibilidade aos estresses empregados,
contudo refletindo em inaptid@o reprodutiva. A partir da morfologia e morfometria os isolados
que apresentaram maior comprimento do esporo foram SLV 5, SLV8 e SLV 10 e o estresse
reduziu estatisticamente o tamanho do conidio do maior para o menor estatisticamente
representado pelo meio batata-dextrose-agar, sorbitol e NaCl. Através desse trabalho foi
reconhecido o isolado SLV1 como um candidato para testes de campo e um agente de
controle biolégico de doencas de plantas.

PALAVRAS-CHAVE: Antagonismo, fisiologia do crescimento, estresse, transformacao
genética.

ISOLATES, TYPES OF STRESSES AND TEMPERATURES OF Trichoderma spp.
WILD AND TRANSFORMED

ABSTRACT: A variety of multipurpose strains of Trichoderma isolates are commercially
available for biological control of plant pests and diseases, as well as being in the native and
anthropized field representing global diversity. The aim of this work is to analyze the growth
physiology, morphometry of isolates of Trichoderma spp. The experiments were conducted in
three stages: i) Growth physiology: in a population of 25 isolates, in a completely randomized
design with three replications, the following factors were evaluated: factor 1: isolates effect
(25), factor 2 - types effect stress (three - sorbitol, NaCl and no stress), factor 3 - temperature
effect (100C, 200C and 270C). i) daily for seven days the diameter of the colony (mm) was
measured; ii) morphology and morphometry: from the previously cultivated isolates the
morphological colonies were characterized, the conidia morphometry was performed and
the conidia productivity was evaluated in each imposed morphocultural condition. Parametric
and nonparametric hypothesis tests and multivariate analyzes were used to distinguish the
treatments. From the growth physiology we observed the individual effect of the isolates,
identifying the SLV1 isolate by presenting the highest growth average in all evaluated days;
The stresses that most inhibited the growth of isolates were NaCl followed by sorbitol, with
variations in insensitivity to the stresses used, however reflecting in reproductive disability.
From the morphology and morphometry the isolates that presented the largest spore length
were SLV 5, SLV8 and SLV 10 and the stress reduced the conidia size from the largest to the
smallest statistically represented by potato-dextrose-agar, sorbitol and NaCl. It was concluded
from this work for field tests that the SLV1 isolate is a candidate as a biological control agent
of plant diseases.

KEYWORDS: Antagonism, growth physiology, stress, genetic transformation.

11 INTRODUGCAO

Diversos microrganismos s@o encontrados na rizosfera que podem proteger o sistema
radicular da infeccéo por fitopatdbgenos além de promover o crescimento vegetal, estando
incluido nesse grupo Trichoderma spp. Fungos pertencentes ao género Trichoderma sp.
Pers. (1794) tém importancia econdmica significativa para a agricultura, estes antagonistas,
além de apresentarem potenciais como biofungicidas, se colonizados nas raizes melhora a

produtividade das culturas, a resisténcia a estresses abioticos e bibticos a captagéo e uso
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de nutrientes (ALMANGCA, 2005; MOHAMED e HAGGAG, 2006).

Existe grande versatilidade no uso desse biocontrole, além desses beneficios
relatados como agéo antibiose e competicdo, possuindo espectro de acao de metabdlitos,
em varios fungos fito patogénicos (MARQUES et al., 2018). Estudos como o de Roberti et
al. (2006) mostraram que Trichoderma podem ser usados também, como biorremediadores,
pois degradam alguns grupos de substancias quimicas de alta persisténcia no ambiente,
representando grande vantagem podendo ser utilizado em controle integrado.

Outra atividade importante presente é o micoparasitismo em espécies de
Trichoderma, muitas pesquisas relataram a elucidacdo desse mecanismo sendo um
elemento-chave nas vias de sinalizacdo e transducao, além das sequéncias reguladoras
de regides promotoras de genes relacionados ao micoparasitismo (LISBOA e FELIX, 2007;
TSENG et al., 2008; SAVAZZINI et al., 2008; ROSA e HERRERA, 2009; MARCELLO et
al., 2010; VIEIRA, 2014). A transformacdo genética € uma ferramenta indispensavel
para a analise funcional de genes de interesse biotecnoldgico, para criacdo de isolados
transformados de Trichoderma.

Em meio aos antagonistas de fungos fitopatogénicos usados no biocontrole,
cerca de 90 % tém sido executados com diferentes isolados pertencentes a este género
Trichoderma (BENiTEZ et al., 2004; VINALE et al., 2008). Existem em literatura 432 taxons
validos de Trichoderma spp., sendo destes apresentado 423 espécies, quatro formae
speciales e sete variedades descritas em literatura. Este hifomiceto, apresenta como
posicionamento taxonémico o reino Fungi, Divisdo Ascomycota, Subdivisdo Pezizomycotina,
Classe Sordaryomicetes, subclasse Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales, Familia
Hypocreaceae, lembrando que essas sdo as categorias taxonémicas do seu teleomorfo
(INDEX FUNGORUM, 2019).

O objetivo deste estudo foi avaliar a fisiologia do crescimento, morfometria de
isolados de Trichoderma spp.

21 MATERIAL E METODOS

Na obtencéo de cepas de Trichoderma spp., vinte e cinco isolados purificados foram
obtidos de diferentes formas (Tabela 1) para implementagéo do esquema experimental em
delineamento inteiramente casualizado.
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Isolados  Tipo de substrato Origem
SLV1 Coletado em EM mata IF Urutai- GO
SLV2 T. harzianum selvagem Laboratério de Enzimologia (UFG/ICB)
SLV3 Placa exposta o ar livre Urutat-GO
SLV4 Fejo Urutai GO
SLV5 Feijjo Urutai-GO
SLV6 Algodido Urutai- GO
SLV7 Capim massambara Urutai-GO
SLV8 Corda de viok Urutai GO
SLV9 Ipé- roxo (Handroanthus impetiginosus ) Urutai-GO
SLV10 Ipé- roxo (Handroanthus impetiginosus ) Urutai- GO
SLV20 Soja (Glycine max ) Urutai-GO
SLV21 Soja (Glycine max ) Urutai- GO
SLv22 Soja (Glycine max ) Urutai- GO
SLV23 Soja (Glycine max ) Urutai- GO
SLV24 Soja (Glycine max ) Urutai- GO
SLV15 Milho (Zea mays ) Urutai-GO
SLV208  Ficus Urutai- GO
SLV210  Algoddozinho do cerrado Urutai- GO
SLV364  Milho (Zea mays) Urutai- GO
SLVD1 Raspagem de pele de cachorro Urutai- GO
SLVARG Sementes de soja Argentina
COMHARZ Produto comercial Ecotrich Urutai-GO

SYNS
SYN9
SYNI10

Transformados
Transformados
Transformados

Laboratério de Enzimologia (UFG/ICB)
Laboratorio de Enzimologia (UFG/ICB)
Laboratério de Enzimologia (UFG/ICB)

Tabela 1. Codigo dos isolados de Trichoderma spp. isolados e mutantes, e suas respectivas
origens.

No experimento foram utilizados 25 isolados, analisados num delineamento

inteiramente casualizado fator 1: isolados (25), fator 2: estresses abibticos (irés tipos) em

meio de cultivo batata-dextrose-agar (trés tipos - sem estresse, adicdo sorbitol e NaCl),

fator 3: temperaturas (trés tipos - 10°C, 20°C e 27°C) sob duas repeti¢des totalizando 450

unidades experimentais.

O meio de cultivo batata-dextrose-agar (BDA) foi preparado de acordo com a

concentragdo indicado pela bula. Para provocar o estresse salino utilizou-se a concentracao

[1%] de NaCl, sendo adicionado a 500 mL de meio de cultivo BDA a quantidade de 5 g de

NaCl. O outro estresse provocado aos isolados foi a adi¢cdo de sorbitol, o qual adicionou-se

também a 500 mL de BDA 18,2 g de sorbitol. O controle negativo foi realizado utilizando

apenas meio de cultivo BDA.

Produziu-se matrizes axénicas dos isolados de Trichoderma spp. que serviram para
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recorte de discos de micélio de 10 mm de didmetro que foram transferidos para o centro
das placas de Petri, com a parte do micélio voltado para baixo.

Avaliou-se diariamente por um periodo de 7 dias, o didmetro da colbnia, permitindo
o célculo da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e
taxa de crescimento micelial (TCM) nas diferentes temperaturas de crescimento e tipos
de estresses. A partir de sete medidas temporais do didametro da colénia (mm) calculou-
se a AACPCM, integralizando a curva de progresso do crescimento micelial para cada
tratamento/fator (didmetro x sete dias de avaliagcao), por meio da formula:

-1
AACPCM :l:Z X+ Xi+1)2(t1+1 —ti)

Onde, n é o numero de avaliagdes do diametro da colbnia, Xi &€ o didmetro da colbnia,
e (ti+1-ti) € o nUmero em dias entre as avaliagdes consecutivas (SHANER e FINNEY, 1977).
O valor da AACPCM sintetiza todas as avaliagcbes do didametro da colénia em um Unico
valor, representado o progresso do crescimento micelial.

Ataxa de crescimento micelial (TCM) foi calculada através da regresséao linear sendo
os dias o valor de X e Y os valores de didmetro da col6nia calculando o coeficiente angular
obtido no Excel® (procedimento=inclinacdo (y;x)) correspondente a taxa de crescimento
dada em % cm dia™.

Na avaliagdo da morfometria dos isolados, foram preparadas laminas
semipermanentes, utilizando corante fixador a base lactofenol, onde foram coletados os
conidios ao 7° dia de crescimento da col6nia, onde foram levados para o microscopio de
captura digital e os conidios fotografados as medi¢cdes do comprimento do conidio (um) e
suas medigcdes realizadas utilizando o software ToupView®, avaliando 100 unidades para os
fatores isolados, tipos de estresses (meio) e tipos de temperaturas.

Foi realizado testes de hipotese para a normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
dos dados (Bartlett), para verificacdo e se atendem aos pressupostos dos testes
paramétricos (COWAN, 1998). Os trés fatores foram analisados através de testes de
hipotese [testes paramétricos (teste F) a 5% de probabilidade; ndo paramétricos (LSD teste
e Friedmann teste) a 5% de probabilidade] e testes de comparagéo de médias quando os
mesmos apresentavam interacdo. Efeito individual dos fatores

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os isolados, os efeitos de estresses e temperaturas, as variaveis
dependentes, diametro da colbnia, analisadas no primeiro ao sétimo dia apds a inoculagéo,
da éarea abaixo da curva de progresso e taxa de crescimento micelial, ndo apresentaram
distribuicdo normal, sendo analisados utilizando testes ndo paramétricos, utilizando
coeficiente de Friedman aos quais estdo marcados em negrito (Tabela 2).
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Apo6s o primeiro dia de inoculagéo os isolados que apresentaram maior crescimento
micelial foram, SLV2 e SLVD1, em adverso os isolados que menos cresceram diferenciando
estatisticamente dos demais foram, SLV20, SLV208, SLV 24, SLV8 (Tabela 2). No segundo
dia os isolados que melhor apresentaram crescimento foram SLV2, SLV564, SLVD1, SYNO9.
Ja os isolados que apresentaram menor atividade fisiol6gica, € menor crescimento foram,
SLV20, SLV208, SLV22, SLV24, se diferenciando estatisticamente dos demais (Tabela 2).

Aos trés dias apos a inoculacdo os isolados que maior apresentaram crescimento
micelial foram, SLV1 e SLVD1. Ja os que tiveram menor crescimento, diferenciando
estatisticamente dos demais foram os isolados SLV20 e SLV22 (Tabela 2). Ao quarto
dia apds a inoculacdo os isolados que apresentaram maior atividade fisiolégica foram
os isolados, SLV7 e SLVD1, nos diferentes tipos de estresses e temperaturas diferindo
estatisticamente dos demais. Os isolados que apresentaram menor atividade fisiol6gica
foram SLV20, SLV22, SLV24, SLV3 diferenciando estatisticamente dos demais (Tabela 2).

D {cm)

TCM

Isolados IDAI  2DAI 3DAI  4DAI SDAI  6DAI  7par AP i)
COMIIARZ 0.9 hi 19 gh 298 32ef 33 4.3 gh 5.0 de 8.2 hi 04500 j
SLV 1 08 2,1 de 3.2 ab 3.6 be 3.9 de 4.9 cd 54a 11,2 be 0,5200 de
SLV 10 0,7 Im 1.7 hi 24k 3.0 hi 38 gh 4.6 ef 5.0 de 9.2 ef 0,5200 de
SLV 15 0.8 jk 20 Iz 3.0 de 33 de 38l 4.9 be 52aed 9.9 de 0,5700 be
SLV 2 1,5 ab 22 ab 3.1 he 36 be 38 ¢h 4.6 el 53 ab 10,7 ed 04600 gh
SLV 20 0,6 no 14 Im 1.6 ap 1.9m 21ln 28h 36e SAdmn 02500kl
SLV 208 03o 12 m 24k 3,1 gh 3.6 hi 4.6 ef 5.2 be L8mn 021001
SLV 21 09gh 20 ef 2.9 gh 35be 4.0 be 4.6 ef 5.0 de I1,3ab 04400 jk
SIV 210 0.8 Im 20 od 202 30 hi 313 1Im 44 gh 52cd I.In 019001
SV 22 09gh 14 W 20p 24 1m 35k 46ef  50de 98ef  0DATO0 fz
SLV 23 0,7 mn 1.5 ki 2,3 295k ER.N 1 4.7 de 52d 8.4 gh 01,5900 ah
SLv 24 0.4 no 1.3 Im 2,0 mo 2.6 Im . 45 Iz 50 de 6.9 1k 00,5400 cd
SLV 3 0.8 jk 16kl 2,0 m 23 Im 2.7 mn 39 ¢gh 5,0 de 6,5 Im 04900
SLV 4 09 iz 1.8 ¢gh 274 32l 37 ¢h 4.6 el 5.0 de 94ef 04600 hi
SLV S 0.8 kl L7 i 25 jk 3dced 39ef 4.6 ef 5.0 de 96ef 04700 f2
SLV 564 09gh 22 ab ile 35be 4.0 be 5.0 ab 52cd 113 be 05400 cd
SIV 6 0.9 ef 19 sh 2.8 gh 36 be 4.3 ab 5.0 ah 5,6 ab 11,6 ab 0,6000 a
SLV T 1,1 ed 21 ab 30¢ 3.7 ab 400 ed 4.7 de 5.0 de 11,4 ab 04100 k!
SLV & 060 16 jk 23 Im 30kl 37 hi 4.6 el 5.0 de 8.3 hi 0,5200 ef
SLV 9 07m 16 jk 24kl 307 360 4.7 ef 53 ab 8.3 hi 0,5800 ab
SLVARG 0.9 h 20 de 29ef 309 33 1Im 4.3 gh 5.1 de 7.0k 0,5300 de
SIVD | 23a 46 a 5la S4a S4a 54a 55a 224a 03400 k1
SYN 10 1,2 be 21 he 30 cd 30 f 313mm 4.3 gh 5,0 de ENE] 0.4600 gh
SYNE 1,0 de 20 iz 2,8 3.0k ERE 4.3 gh 52 he 6.7 ki 05400 cd
SYN9 1,2 he 22 ab 3,1 he 34ded 34kl 4.3 gh 5.0 de B4 [ 00,4000 kI
Shapino-Wilk
(Nucmulidade) 09807 09531" 08952" 08437 08772% 08354 07179 067137 0,8580™
Bartlett
(Humogengidade) 91,71™ 52.85" 3738" 855" 445" 417" 252" 36,53 64,658
Valor Fig 1z T225%%  10044%%  15221%%  54.42%% 1R 30% 1910 ** 986" 250127 29,1566™
Cocficente de
Varingo (%) 9287 97,00 104,44 10526 93,01 7225 72,48 112,14 107,53

valor de Fricdman_ 46,7015%%  46,3355%% 47.4689%% 454826%% 46,3371%% 38,6237*% 354265%% 47.1459%* 44,8649

Tabela 2. Progresso temporal do didmetro da colénia (cm), area abaixo da curva de progresso
do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) de isolados de
Trichoderma spp. em diferentes dias de avaliagdo*. *Médias seguidas de mesma letra na

vertical ndo diferem entre si ao teste de hipétese ndo paramétrico e teste de comparagéo de
médias Tukey a 5 % de probabilidade.
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Os isolados que apresentaram maior atividade fisiologica, nos diferentes tipos de
estresses e temperaturas no quinto dia, foram, SLV6 e SLVD1, diferindo estatisticamente dos
demais. Ja os isolados que na mesma condicao apresentaram menor atividade fisiologica
foram isolados SLV20, SLV3, SYN10, SYN 8, diferindo estatisticamente dos demais (Tabela
2). Ao sexto dia os isolados que apresentaram maior atividade fisiol6gica foram os isolados
SLV564, SLV6 e SLVD1. Ja os isolados que apresentaram menor atividade fisioldgica foram
COMHARZ, SLV20, SLV210, SLV3, SLVARG, SYN10, SYN8 e SYN 9 (Tabela 2).

Aos sete dias ap0Os a inoculagdo os isolados que apresentaram maior atividade
fisiolégica nos diferentes tipos de estresses e temperatura foram SLVD1, SLV6, SLV2 e
SLV1, diferindo estatisticamente dos demais, em adverso os isolados que apresentaram
menor atividade fisioldgica submetidos as mesmas condi¢cdes de estresses e temperaturas,
foram o isolado SLV10, SLV20, SLV21, SLV24, SLV3, SLV4, SLV5, SLV7, SLV8, SLVARG,
SYN10 e SYN9, diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 2).

Analisando o progresso e avaliando as médias dos didmetros das coldnias
observou-se que, houve um destaque nos sete dias de avaliagdo para o isolado SLVD1
que apresentou a acréscimo de taxa de crescimento micelial (TCM) maior que os demais,
demostrando o maior didmetro da colénia apresentando assim maior atividade fisiologica
nas condi¢cdes de estresses e temperaturas aplicadas e o isolado que denotou a menor
atividade fisioldégica nas condigbes submetidas de estresses e temperatura, foi o isolado
SLV20 (Tabela 2). Isolados regionais sé@o eficazes para reduzir podridées de Phytophthora
sp. em pera causando inibicdo do crescimento micelial e micoparasitismo do fitopatdgeno
(SANCHEZ et al., 2019).

Nas curvas de progresso, os isolados foram posicionados em maior, intermediario e
menor 4rea abaixo da curva, foi observado que houve um grande avanco do isolado SLVD1
a partir do primeiro dia de crescimento onde se manteve liderando entre os outros dias até o
ultimo dia de avaliagcéo, considerando todas as combinacdes de estresses e temperaturas.
O isolado SLV20 apresentou menor atividade fisiolégica desde do primeiro dia reduzindo
ao longo dos dias devido aos estresses e temperaturas submetidos. Os demais isolados
SLV7, SLV4 e SLV8 ao sexto dia apresentaram reducéo da atividade fisiolégica, do seu
crescimento quando comparado aos demais, havendo uma redu¢do do seu progresso
temporal (Figura 1).

Arespeito do isolado SLVD1 que apresentou maior atividade fisioldgica, corresponde
aquele germoplasma microbiano de Trichoderma spp. que possui maior adaptabilidade
podendo suportar em uma condicdo ambiental maiores condi¢des de estresses promovidos
por variagOes climaticas e condicées quimicas tanto na rizosfera quanto na filosfera da
planta no momento que ele for utilizado como uma estratégia de controle biolégico.

Os isolados selvagens apresentaram crescimento mais rapido se comparados com
os isolados mutantes, muitos sé@o os fatores que influenciam o crescimento e a sobrevivéncia
de fungos do género Trichoderma e assim a sua eficiéncia no biocontrole.
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Figura 1. Curvas de progresso temporal do crescimento micelial de isolados de Trichoderma
spp. selecionados por apresentarem maiores, intermediarios e menores AACPCM.

Analisando os meios de cultivo, com os diferentes efeitos de estresses e
temperaturas, as variaveis dependentes, didmetro da coldnia, analisadas no primeiro ao
sétimo dia ap6s a inoculagéo, da area abaixo da curva de progresso e taxa de crescimento
micelial, ndo apresentaram distribuicdo normal, sendo analisados utilizando testes néo
paramétricos, utilizando coeficiente de Friedman aos quais estdo marcados em negrito
(Tabela 3).

Apb6s o primeiro dia de inoculagdo o meio que apresentou melhor crescimento
micelial foi o BDA (controle), se diferenciando estatisticamente dos demais, o segundo
meio que apresentou melhor crescimento micelial submetido a variagcdes de temperaturas,
foi o meio BDA com sorbitol, e 0 meio que mais inibiu o crescimento micelial foi 0 meio
BDA com NaCl se diferenciando estatisticamente (Tab. 3). No segundo, terceiro e quarto

dia de avaliacdo foram observados os mesmos resultados se comparado ao primeiro dia

(Tabela3).
D (cm)
TCM
Tipos de estresses AACPCM 0
1 DAI 2DAI  3DAlI  4DAI  5DAI 6 DAL 7DAI (mmdia™)

BDA (controle) 1.0a 2.1a 29a 33a 36a 45¢ 5.1a 1945 a 0,6352 ¢
BDA com Sorbitol 10b 20b 28b 33b 3,7a 47 a 51la 1945 a 0,6583 b
BDA comNACI 07¢ 1,7¢ 25¢ 3,1c 36a 46b 5,la 18,40 a 0,716l a
Shapiro-Wilk
(Normalidade) 0,9109™  0,9026™ 0,8362™ 0,7845™ 0,8087" 0,7984™ 0,6991™  0,8109™ 0,8115™
Bartlett
(Homogeneidade) 9.95™ 843" 3.69™ L 0,08™ 0,12 0,16  1,5963%* 1,8482™
Valor Fio 52 24,80%% 382,52 %% SIS 142,75%F  153%F [[73%F 0 14%+ 19322 24,1765
Coeficiente de
Variagao (%) 98,51 9743 104,77 10429 92,01 7501 70,97 11598 106,07

Valor de Friedman 4,0000%*  4,0000** 4,0000** 4,0000%* 3,0000" 4,0000** 1,0000"°  4,0000" 4,0000+*

Tabela 3. Progresso temporal do didmetro da colénia (D, cm), area abaixo da curva de
progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM, cm dia-1)
de isolados de Trichoderma spp. em diferentes tipos de estresses*. *Médias seguidas de
mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste de hipotese ndo paramétrico e teste de
comparacgao de médias Tukey a 5 % de probabilidade.
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No quinto dia de avalicdo apoés a inoculagéo o meio BDA (controle), BDA com sorbitol
e BDA com NaCl, ndo se diferenciaram estatisticamente apresentando mesmo padrédo de
crescimento micelial (Tabela 3). Ao sexto dia de avaliagdo o meio que melhor apresentou
crescimento micelial foi o BDA com sorbitol, submetido a variacbes de temperaturas,
o0 segundo meio que apresentou melhor atividade fisiologica foi o meio BDA com NaCl
seguido do meio BDA controle, se diferenciando estatisticamente entre si (Tabela 3).

Ao sétimo e Ultimo dia de avaliagdo ap6s a inoculagéo o meio BDA (controle), BDA
com sorbitol e BDA com NaCl, ndo se diferenciaram estatisticamente apresentando mesmo
padrao de atividade fisiologica (Tabela 3). Analisando o progresso e avaliando as médias
dos didmetros das colbénias observou-se que, ouve um destaque nos sete dias de avaliacéo
para os meios de estresses submetidos a diferentes temperaturas onde BDA com sorbitol
e BDA com NaCl que apresentaram melhor atividade fisiolégica se comparada com BDA
(controle). No primeiro dia de avaliagdo ao quarto dia o meio BDA (controle) se manteve
com maior atividade fisioldgica (Tabela 3).

Nas curvas de progresso, os meios foram posicionados em maior, intermediario
e menor area abaixo da curva, foi observado que houve pouca diferenciacéo entre os
diferentes meios submetidos. O meio BDA controle mostrou maior atividade fisiologica
até o quarto dia de avaliagdo se diferenciando dos demais. O meio BDA com sorbitol
ficou segundo classificagcdo de melhor atividade fisiolégica até o quarto dia e no sexto
dia apresentou melhor atividade fisiolégica. J& o meio BDA com NaCl apresentou menor
atividade fisiol6gica até o quarto dia. No quinto e sexto dia de avaliagdo os meios nao se
diferenciaram entre si (Figura 2).

BDA (controle)  =e=BDA com Sorbitol ~— =e=BDA com NACL

Diametro da colonia (cm)

0,0
I 2 3 4 5 6 7

Dias apos a inoculagdo

Figura 2. Curva de progresso temporal do didmetro da col6nia (cm) dos isolados de
Trichoderma spp. submetidos a diferentes estresses.
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Atualmente 33% dos solos agricultaveis ja sofrem degradacgéo, segundo relatério da
FAO e ITPS (2015) uma das principais causas é a salinizagédo, tornando-se um problema
significativo em todo mundo, o mesmo relatorio expde a grave situacéo de degradacéo dos
solos agricultaveis do mundo, fazendo um alerta a comunidade mundial, altos niveis de sal
eventualmente tornam os solos inadequados para o crescimento das plantas, limitando a
producéo.

As estirpes de Trichoderma sédo capazes de aumentar a tolerancia das plantas
a estresses bibticos e abibdticos, como seca e salinidade trabalhos como o de (AHMAD
et al., 2015; MASTOURI et al., 2012; SHORESH et al., 2010) elucidam esse processo,
mostrando que a maior resisténcia das plantas com aplicagdo de Trichoderma havendo
aumento do crescimento radicular, da absorcdo nutricional e da protecdo contra danos
oxidativos. O poli-alcool sorbitol € uma molécula mais simples com metade dos carbonos
e sem os radicais hidroxila, no trabalho de Goes (2017), meio contento sorbitol impactou
positivamente a fisiologia e esporulacédo de isolados de Colletotrichum spp.

Considerando as diferentes temperaturas, os isolados e efeitos de,as variaveis
dependentes, didmetro da colbnia, analisadas no primeiro ao sétimo dia apds a inoculagéo,
da area abaixo da curva de progresso e taxa de crescimento micelial, apresentaram
distribuicdo normal, sendo analisados utilizando testes ndo paramétricos, utilizando
coeficiente de Friedman aos quais estdo marcados em negrito (Tabela 4).

D (cm) TCM
Temperaturas AACPCM 1
1DAL 2DAI 3DAI 4DAI  5DAI 6 DAI 7 DAI (mm dia™)
20°C 1.5a 40a 62a 75a 78 a 79a 8,0a 384a 1,0270a
27°C I.1b 17b 19D 20b 30b 56b 7.1b 185b  09639b
10°C 0,0 ¢ 00c 00c¢ 0,0¢ 0,0¢ 0.lc 0.1c 04c¢ 00185¢

Shapiro-Wilk (Nommalidade) — 0,8741™ 0,8159™ 0,8093" 0,7073™ 0,7406™ 0.8125™  0,7314™ 0,8189"  0,9390™
Bartlett (Homogencidade) 59937" 603,17" 617,53"™ 567.21" 42734™ 381,52"  29412" 45178"  31394™

Valor Fyg 32 6,45%% 0,0007+*%  7.88*%% 3 44xE 783k 507+ (,0001%F 1,0120" 86555
Cocficiente de Variagdo (%) 67,38 53,13 43,50 33,62 2747 19,65 13,72 72,00 40,61
Valor de Friedman 4,0000%* 4,0000** 4,0000%* 4,0000** 4,0000** 4,0000**  4,0000** 4,0000** 4,0000**

Tabela 4. Progresso temporal do diametro da col6nia (cm) de isolados de Trichoderma spp. em
diferentes tipos de temperaturas de incubacao*. *Médias seguidas de mesma letra na vertical
nao diferem entre si ao teste de hipdtese ndo paramétrico e teste de comparagao de médias

Tukey a 5 % de probabilidade.

Apo6s o primeiro dia de inoculagéo os isolados que apresentaram maior crescimento
micelial foram, SLV2 e SLVD1, em adverso os isolados que menos cresceram diferenciando
estatisticamente dos demais foram, SLV20, SLV208, SLV 24, SLV8 (Tabela 4). No segundo
dia os isolados que melhor apresentaram crescimento foram SLV2, SLV564, SLVD1, SYN9.

Jé os isolados que apresentaram menor atividade fisiolégica, e menor crescimento
foram, SLV20, SLV208, SLV22, SLV24, se diferenciando estatisticamente dos demais
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(Tabela 4).

A melhor temperatura de crescimento foi a de 20° C, isolados nessa temperatura ja
demostravam em 72 hs crescimento completo no meio. A temperatura de 27°C demostrou
estatisticamente a segunda melhor temperatura para crescimento micelial dos isolados, ja
a temperatura de 10° C apresentou inaptidao para crescimento, mesmo alguns isolados
apresentando emissédo de hifas, ndo foram suficientes para o crescimento completo no
meio (Figura 3).

Efeitos contrarios foram observados no trabalho de Bomfim et al. (2010), onde a
temperatura de 20°C fez com que os isolados ndo completassem o crescimento na placa.
No trabalho de Jaill et al. (2006) constata que temperaturas ideais de crescimento de
Trichoderma spp. consideradas temperaturas 6timas foram 25 a 28°C, e verificaram que
nas temperaturas de 10 a 17°C os isolados ndo apresentaram um crescimento micelial
satisfatério.

No presente estudo, verificou-se também uma inibicdo no crescimento micelial de
todos os isolados nas temperaturas de 10 °C. Segundo esses pesquisadores, a temperatura
pode ser considerada como um ponto critico no biocontrole de fitopatégenos, ja que eles
observaram, em ensaios in vitro, que em temperaturas ideais de crescimento do patégeno
houve um efeito inverso onde o patdgeno cresceu sobre 0 antagonista.

20 0C ==e=27 oC ==e=10 oC

1 2 3 4 5 6 7
Dias apds a moculagdo (DAI)

Figura 3. Curva de progresso temporal dos isolados de Trichoderma spp. submetidos a
diferentes temperaturas de incubacgéo.

41 CONCLUSOES

O isolado SLVD1 apresentou maior atividade fisiolégica, corresponde aquele
germoplasma microbiano de Trichoderma spp, enquanto o isolado SLV20 apresentou
menor atividade fisioldégica. A temperatura que teve melhor atividade fisiologica foi a de
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20°C e a temperatura que inibiu crescimento foi a de 10°C. Isolados submetidos a estresses
e temperaturas infere na mudancga de tamanho dos conidios, ndo sendo um fator limitante

para isolados que melhor apresentaram atividade fisiologica.
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