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RESUMO

MARTINS, C. Y. S. Promocao de crescimento e colonizacao radicular por
Trichoderma spp. em pinhao manso (Jatropha curcas L.) e mamoneira

(Ricinus communis L.)

A busca por fontes de energia renovavel em substituicdo a derivada de
petrdleo incentivou pesquisas e tecnologias voltadas para este fim. Com o
Programa Nacional de Produgcdo e Uso do Biodiesel (PNPB) lancado pelo
Governo Federal, culturas oleaginosas tornaram-se alvo de estudos. O pinhao
manso e a mamoneira sdo plantas com grande potencial para a utilizacdo na
producdo de biodiesel. Ambas possuem caracteristicas de rusticidade e
adaptabilidade as condi¢6es climaticas da regido Nordeste do Brasil, além de ser
uma alternativa viavel para a agricultura familiar. Apesar das perspectivas
positivas, sdo necessarias informagdes seguras a respeito do cultivo, do manejo,
da fisiologia destas plantas bem como suas interagées com microrganismos no
solo para potencializar a produtividade. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de 24 isolados de Trichoderma spp. na promogado de crescimento e
colonizagdo radicular dessas duas culturas. Foi realizada a caracterizagao
bioquimica dos isolados, avaliacdo nutricional das plantas inoculadas, testes de
promocgao de crescimento com inoculagdo das sementes e com inoculacao e
incubacao do solo por diferentes periodos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias). Para o
pinhdo manso, os isolados TCS4, TCS1, TC10, 312 e ES15 proporcionaram
aumento na altura da planta. O isolado TR7 proporcionou aumento na producao
da matéria seca da raiz e do contetdo de nitrogénio da planta. Para a mamoneira,
os isolados TC40 e 312 proporcionaram aumento na altura da planta, enquanto
que os isolados TCS12, TCS6, ES8, 312, TCS1, ES5, TC40 e ES6
proporcionaram aumento do diametro do caule. Apenas o isolado TR7
proporcionou aumento da matéria seca da parte aérea. Nenhum dos isolados
testados proporcionaram aumento no nimero de folhas e na matéria seca da raiz.
Os isolados TR7, TSO4 e TR8 promoveram o aumento do conteudo de nitrogénio
na planta. Nao foi observado efeito de qualquer dos isolados testados no
conteudo de fésforo e potassio. Nos testes de inoculagcdo e incubacdo do solo
com Trichoderma, 30 dias foi 0 tempo que proporcionou maior matéria seca da



parte aérea e da raiz. A inoculagédo do solo com Trichoderma e incubagao por 25
dias proporcionou os melhores resultados para altura da planta, com os isolados
ES3, TCS30, TCS4, ES4, TC40, ES15, ES5, TC 10 e TCS12. O isolado ES3
proporcionou aumento na matéria seca da parte aérea e o isolado TC40 da
matéria seca da raiz. Os isolados TCS24, ES15, TR7 e TR8 apresentaram
atividade celulolitica, enquanto TCS27 e TC8 apresentaram capacidade de
solubilizacao de fosfato. Todos isolados ndao apresentaram atividade quitinolitica,
xilanolitica e ndo produziram acido indolacético. Entretanto, os isolados testados
foram capazes de colonizar o sistema radicular, exceto o TCS 12 para a
mamoneira, observando-se correlacao linear positiva entre a colonizagao radicular
e a altura das plantas em ambas as culturas. Novos trabalhos deverdo ser
realizados com o proposito de aprofundar os conhecimentos referentes a
interacao do fungo Trichoderma e as culturas de interesse bioenergético.
Palavras chaves: energia renovavel, biodiesel, producao de mudas



ABSTRACT:

MARTINS, C. Y. S. Growth promotion and root colonization by Trichoderma
spp.- in physic nut (Jatropha curcas L.) and castor bean (Ricinus communis
L.)

The search for renewable energy sources to replace petroleum has
encouraged research activities for the development of technologies for this
purpose. With the National Program of Biodiesel Production and Use (PNPB)
launched by the Federal Government, oil crops have become the focus of these
studies. Physic nut and castor bean have great potential for biodiesel production.
Both are rustic and adapted to the climatic conditions of the Northeastern region of
Brazil, constituting a viable alternative for family-based farming. Despite the
positive perspectives for these crops, reliable information about cultivation
systems, crop management, plant physiology and plant interactions with soil
microorganisms is still necessary to increase productivity. This study aimed to
evaluate the potential of 24 isolates of Trichoderma spp. on plant growth
promotion and endophytic colonization of castor bean and physic nut. Trichoderma
isolates were evaluated for their capacity to produce extracellular enzymes, indol
acetic acid, and for phosphate solubilization. Additionally, plant nutritional status,
plant growth promotion with seed inoculation and soil inoculation and incubation
for different periods of time (0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 days) were evaluated.
Isolates TCS4, TCS1, TC10, 312 and ES15 promoted an increase in physic nut
height. Isolate TR7 promoted an increase in physic nut nitrogen content and root
dry weight. Isolates TC40 and 312 promoted an increase in castor bean plant
height, while isolates TCS12, TCS6, ES8, 312, TCS1, ES5, ES6, TC40 and ES6
increased stem diameter. Only isolate TR7 was able to increase shoot dry matter
of castor bean plants. None of the isolates tested promoted an increase in the
number of leaves and root dry matter. Isolates TR7, TR8 and TSO4 increased
plant nitrogen content, but had no effect on phosphorus and potassium contents.
Thirty-day incubation periods promoted the best results for plant shoot and root
dry matter. Soil inoculation with isolates ES3, TCS30, TCS4, ES4, TC40, ES15,
ES5, TC10 and TCS12 of Trichoderma spp. and incubation for 25 days promoted



the best results for plant height. ES3 promoted an increase in shoot dry weight
and TC40 in root dry weight. Isolates TCS24, ES15, TR7 and TR8 are producers
of cellulase, while TC8 and TCS27 were able to solubilize phosphate. The other
isolates were not able to produce chitinase, xylanase and indol acetic acid. All
isolates were able to colonize the root system of both plant species, with the
exception of TCS12 in castor bean. Linear and positive correlation was observed
for root colonization and plant height for both physic nut and castor bean. Further
research work is necessary in order to gain more knowledge regarding the
interaction of the fungus Trichoderma and bioenergy crops.

Key words: Renewable energy, biodiesel, seedling production



INTRODUCAO

O Programa Nacional de Producédo e Uso do Biodiesel (PNPB), langcado
pelo Governo Federal em 6 de dezembro de 2004, incentiva a utilizacdo de
combustiveis provenientes de fontes renovaveis de energia, garantindo o
fornecimento energético com base na sustentabilidade ambiental, econémica,
social e tecnoldgica. A crescente demanda por este tipo de combustivel derivado
de biomassa renovavel revela o potencial brasileiro, devido ao clima e solo, para
atender essa necessidade, gerando emprego e renda para a agricultura familiar,

reduzindo as disparidades regionais.

O pinhdo manso (Jartropha curcas L.) e a mamoneira (Ricinus communis
L.) sdo das poucas culturas adaptadas as condicdes semi-aridas do nordeste
brasileiro e com potencial para a producéo de biodiesel em sistemas de cultivo
familiares. Ambas sao culturas de escolha para o desenvolvimento de projetos
relacionados com a agricultura familiar e programas de producéo de biodiesel na
Bahia por apresentarem caracteristicas adaptativas ao clima e solo dessa regiéo,
além de certa rusticidade ao estresse hidrico.

Os sistemas de produgéo agricola com base nos principios agroecologicos,
que visam a sustentabilidade da producao agricola, estdo cada vez mais voltados
para a melhor compreensdo e utilizagdo dos processos microbiolégicos que
ocorrem no solo e na planta. A produgdo sustentavel do pinhdo manso e da
mamoneira exige estudos das interagbes com microrganismos associados a
cultura, a exemplo da associagdo com Trichoderma spp. Estes fungos podem agir
como promotores de crescimento de plantas e indutores de resisténcia a doencgas,
aumentando o potencial produtivo da cultura, com melhor utilizagdo dos recursos
naturais.

Em face ao quase total desconhecimento da associagdo do pinhao manso
e da mamoneira com isolados de Trichoderma spp., 0 objetivo geral deste
trabalho foi estudar diferentes isolados de Trichoderma spp. da colecdo de
culturas do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB para

promocao de crescimento e colonizag&o radicular dessas culturas.



O capitulo 1 apresenta a revisdo bibliogréafica sobre os aspectos gerais da
cultura do pinhdo manso e mamoneira, bem como sobre o fungo Trichoderma e
suas aplicagdes na agricultura, e em outros setores de importancia econdmica.

O capitulo 2 apresenta os experimentos realizados com 24 isolados de
Trichoderma spp. para a promogao do crescimento e colonizagdo radicular em
mudas de pinhdo manso. Determinou-se a producédo de enzimas extracelulares,
acido indolacético, capacidade de solubilizagdo de fosfatos e de promogao de
crescimento desses isolados e os teores de N, P e K para as mudas tratadas com
apenas quatro isolados.

No capitulo 3, sdo apresentados os trabalhos conduzidos com os 24
isolados de Trichoderma spp. para a promocao de crescimento e colonizacao
radicular em mudas de mamoneira. Foi avaliado também o efeito da inoculagéao
do solo com Trichoderma spp. e incubacao por diferentes periodos de tempo, na

promoc¢ao de crescimento da mamoneira.



CAPITULO 1

Aspectos gerais da cultura do pinhao manso e da mamoneira e
aplicabilidade do fungo Trichoderma na agricultura e em outros

setores de interesse economico




RESUMO

MARTINS, C. Y. S. Aspectos gerais da cultura do pinhao manso e da
mamoneira e aplicabilidade do fungo Trichoderma na agricultura e em

outros setores de interesse economico.

Neste capitulo foi realizada uma revisdao sobre os aspectos gerais da
cultura do pinhdo manso e da mamoneira que sao plantas oleaginosas com
grande potencial para a producao de biodiesel. Informacgdes a respeito do centro
de origem, breve descricdo botanica, uso para fins medicinais, protecao do solo,
utilizacdo dos produtos e co-produtos na inddstria quimica, entre outras sao
trazidas a fim de elucidar e ressaltar a importancia que essas plantas possuem
para o homem do campo e para regides do semi-arido nordestino, onde essas
culturas apresentam caracteristicas de rusticidade e adaptabilidade as condigbes
edafocliméticas desses locais. Adicionalmente, foi abordada a descri¢cdo
taxonémica do fungo Trichoderma e sua aplicacdo em diversas areas de interesse
tanto agrondmico, pela promog¢ao de crescimento de plantas e controle biolégico,
quanto industrial, devido a producdo de enzimas utilizadas no processamento de

alimentos, na industria téxtil, de celulose e na alimentagéao animal.

Palavras-chaves: Plantas oleaginosas, semi-arido, controle bioldgico



ABSTRACT:

MARTINS, C. Y. S. General aspects of the cultivation of jatropha and castor
bean and applicability of the fungus Trichoderma in agriculture and other

sectors of economic interest.

This chapter is a review about the general aspects of jatropha and castor oil
plants which are crops with great potential for biodiesel production. Information
about the center of origin, brief botanical description, use for medical purposes,
protection of soil, use of products and by-products in the chemical industry is
pointed out in order to elucidate and emphasize the importance that these plants
have in the rural and semi-arid regions of the Northeastern region of Brazil, where
these crops exhibit adaptability to the ecological conditions. Additionally, we
addressed the taxonomic description of the fungus Trichoderma and its application
in various areas of agronomic interest, both by promoting plant growth and
biological control, and also of industrial interest, due to production of enzymes
used in food processing, in textiles, pulp and animal feed.

Key words: Oilseeds, semi-arid, biological control



1.1. A cultura do pinhao manso

O pinh&o manso (Jartropha curcas L.) € uma planta originaria da América
Central onde ocorre naturalmente nas florestas tropicais da regido costeira do
México, mas ja foi disperso e encontrado em areas tropicais e subtropicais da
Africa e da Asia (OPENSHAW, 2000). Pertence a familia Euphorbiaceae,
conhecida popularmente como figo-do-inferno, grédo-de-maluco, medicineira,
pinhao de cerca, pinhdo do paraguai, entre outros. E um arbusto/arvore com até 4
m de altura. As flores sdo pequenas amarelo-esverdeadas e o fruto é uma
capsula com trés sementes escuras, lisas, das quais se extrai a améndoa branca,
tenra e rica em 6leo. E uma planta que pode ser usada para prevenir e/ou
controlar a erosao, na producao de sabao, apresenta aplicagdo medicinal devido
a forte agéo purgativa, podendo ser utilizada como cerca viva para conter animais,
além de possuir valor biocida tais como molusquicida, nematicida e fungicida,
entre outros (KUMAR & SHARMA, 2008). As sementes contém varios compostos
toxicos ou antinutricionais como inibidores de trypsina, lecitinas, saponinas,
fitatos, cursina e principalmente ésteres de forbol (MAKKAR et al.;1997). A
ingestdo das sementes pode causar tonturas, diarréias, vomitos e nos casos mais
graves levar a morte (BECKER & MAKKAR, 1998). Portanto, a completa remocao
das toxinas é necessaria antes da aplicagao na industria, na medicina humana ou
para usos comerciais (KUMAR & SHARMA, 2008).

As perspectivas com o cultivo do pinhdo manso para a producado de
biodiesel sdo grandes, principalmente por suas sementes serem ricas em 0leo,
apresentar baixo custo de produgéo por ser uma planta perene, ser resistente ao
estresse hidrico, o que favorece seu cultivo na regido semi-arida do pais devido
as condigdes climaticas (BELTRAO et al., 2006). Seu desenvolvimento ocorre em
amplo regime pluviométrico, entre 200 a 1.500 mm por ano (OPENSHAW, 2000).

Seu potencial energético é reconhecido e o 6leo da semente é constituido
por quatro dos principais acidos graxos: palmitico, estearico, oléico e linoléico
(HELLER, 1996), sendo seu 6leo de excelente qualidade para produgédo de
biodiesel (ATCHEN et al., 2008).



Os investimentos massivos com o pinhdo ao redor do mundo n&o estao
suficientemente embasados nos conhecimentos cientificos sobre esta cultura. O
pinhdo ainda nao foi totalmente domesticado e ainda n&o existe nenhum
programa de melhoramento genético bem estabelecido no mundo que tenha
alcancado resultados em, pelo menos, uma cultivar, cuja exploracédo seja segura
do ponto de vista agro-econdmico e industrial (BELTRAO et al. 2006). Apesar de
diversos paises da América do Sul e Central, Africa e Asia manterem programas
oficiais ou iniciativas particulares incentivando o plantio de pinhdo manso, em
nenhum deles esta cultura é tradicional onde se possa confirmar sua
produtividade e rentabilidade (SEVERINO et al., 2006).

Apesar do seu grande potencial, faltam informac6es técnicas referentes
aos aspectos agrondmicos, producédo do 6leo para fins combustiveis, e estudos
para cada regido do nosso pais com aptidao ao desenvolvimento dessa cultura.
Portanto, ha necessidade de reforgar os investimentos em pesquisa para esta
cultura, e sua manutencdo por longo prazo, para que as atividades possam
chegar a resultados satisfatérios (BELTRAO et al., 20086).

1.2. A cultura da mamoneira

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma planta pertencente a familia da
Euphorbiaceae que apresenta alto teor de 6leo na semente. Esta oleaginosa,
possivelmente originaria da Asia (BELTRAO et al., 2002) esta disseminada em
quase todo territorio brasileiro e, por ser uma planta xeroéfila e heliéfila é tolerante
a seca, exigente em calor e luminosidade. Necessita de chuvas regulares na fase
vegetativa e de seca na maturagédo dos frutos, condigdes climéticas encontradas
principalmente na regido nordeste.

E uma cultura que tem varios produtos e co-produtos com novos usos na
industria quimica fina, com mais de 700 produtos manufaturados. Seu 6leo tem
caracteristicas como alta densidade e viscosidade, soluvel em alcool a
temperatura ambiente, conferindo-lhe uma importante caracteristica para a

producéo do biodiesel.



A torta, produto da extracdo do 6leo é rica em fibra, com mais de 35%, e
cerca de 5% de nitrogénio, sendo um excelente fertilizante e condicionante do
solo (BELTRAO et al., 2003a). Além do seu uso como adubo organico, por conter
89% de matéria organica (SAVY, 2007), a torta tem efeito nematicida como em
trabalho demonstrado por Dutra et al. (2006) em cafeeiros irrigados. Depois de
moida, a torta poderia ser utilizada para obtengdo do farelo em ragdes animais,
devido ao seu alto teor de proteinas. Contudo, o seu uso como alimento animal é
inviavel por conter elementos toxicos e alergénicos na sua composicao
(HOFFMAN et al., 2007). O processo de destoxificagdo por tratamentos térmicos
e quimicos é facilmente obtido, porém falta tecnologia economicamente viavel em

nivel industrial para seu processamento (HOFFMAN et al., 2007).

O Brasil importa o diesel mineral na forma de petréleo e também ja pronto,
o equivalente a cerca de 30% do diesel que é consumido hoje no pais, ou seja,
mais de 10 bilhées de litros por ano. Poder-se-ia produzir esses 30% com o 6leo
da mamona no semi-arido brasileiro nos nove Estados do Nordeste e no Norte de
Minas Gerais, gerando emprego e renda para mais de 2,5 milhdes de pessoas
(BELTRAO, 2003b).

Os principais produtores sdo a India e a China, com 60% e 20% da
produgdo mundial, respectivamente. Na Ameérica do Sul, os principais produtores
sdo o Brasil, com cerca de mais de 100 mil toneladas, em 2005, e o Paraguai,
com producédo entre 10 e 25 mil toneladas (HOFFMAN et al., 2007). No Brasil, a
producado de mamoneira esta concentrada na Regido Nordeste, principalmente no
estado da Bahia, com cerca de 80% do total de area plantada (SAVY, 2007).

A baixa produtividade, na maioria das regiées produtoras do Brasil, deve-se
a sementes ndo selecionadas de mamona (FREIRE et al.,2001). A utilizagdo da
semente melhorada representa fator de grande importancia numa cultura, pois a
produtividade e a qualidade de produto dependem principalmente da qualidade da
semente. As principais cultivares melhoradas disponiveis no mercado brasileiro
sdo: IAC 38, Campinas, Guarani, IAC 80, IAC 226, BRS 188 Paraguacu, BRS 149
Nordestina (MENDES, 2005).

No Nordeste brasileiro sdo utilizadas cultivares locais adaptadas a regiao
como Canela-de—juriti, Amarela-de-irecé, Sangue-de-boi, Pernambucana, Sipeal
28, Baianita e outras, que s&o pouco produtivas, deiscentes, de porte alto, tardias,



de baixo teor de 6leo e susceptiveis as principais doengas que ocorrem na regido.
(MENDES, 2005).

A EBDA (Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola) desenvolve
atividades de pesquisa com a mamoneira e abriga o Banco Ativo de
Germoplasma, que ja introduziu 859 acessos dos quais 512 tiveram suas
caracteristicas morfolégicas descritas utilizando-se descritores minimos e 227
destes acessos encontram-se na Colecdo de Base do CENARGEN (BELTRAO,
2009).

As cultivares EBDA MPB 01 (porte baixo) e MPA 11 (porte alto) sao
indicadas para a agricultura familiar em sistema de consorcio com culturas
alimentares, e representam mais uma opg¢ao para o fornecimento de matéria
prima no programa de Biodiesel por permitir a utilizacdo de tecnologias mais
avangadas como adubacdo e irrigacdo, possibilitando um maior retorno por
unidade de capital aplicado, permitindo a insercao do empresario agricola no
programa e redugao do custo final do biodiesel (SANTIAGO et al., 2009).

1.2.1. O 6leo de mamona

O 6leo de mamona apresenta propriedades que Ihe conferem vantagem
quando comparado com as demais espécies, pois sua viscosidade € bem superior
a de outros 6leos vegetais por conter atipicamente em sua composicao um acido
graxo de cadeia insaturada e hidroxila (acido ricinoléico) (KHALIL, 2004). A alta
viscosidade do 6éleo ¢ indicada na fabricacao de lubrificantes, mas por outro lado,
€ um problema a ser contornado na producado do biodiesel, pois a viscosidade
deste combustivel tem que se enquadrar no limite especificado pela ANP (2003).
Outra vantagem é a sua solubilidade em alcool a temperatura quase que
ambiente, enquanto que nos demais Oleos a dissolucdo s6 ocorre em
temperaturas superiores a 75 °C (BELTRAO, 2003b).

Além da utilizagdo na fabricacdo do biodiesel, o 6leo de mamona tem
varias aplicagbes industriais sendo utilizado na fabricacao de tintas, vernizes,

cosmeéticos, sabdes, plasticos, fibras sintéticas, lubrificantes, corantes, anilinas,
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desinfetantes, germicidas, colas, aderentes, fungicidas, inseticidas, nylon,
proteses e implantes (SANTOS et al., 2001).

A porcentagem do éleo nas sementes varia de acordo com o ambiente de
cultivo e a cultivar, ficando em torno de 40 a 60 tendo como valor ideal entre 45 e
50% para que o teor do &cido graxo ricinoléico esteja pelo menos em 89% do total
do 6leo, garantindo as propriedades adequadas para sua utilizagdo (BELTRAO,
2003b).

A adicao de o6leos vegetais ao diesel mineral pode proporcionar uma
reducao significativa na emissdo de gases poluentes e, a adicao de apenas 5%
de biodiesel na mistura (B5) podera promover uma reducdo na poluicao
atmosférica de mais de 13%, sendo que, quando puro (B100) a reducao dos
gases causadores do efeito estufa pode diminuir entre 78 a 100% (BELTRAO,
2003b).

Para os agricultores familiares, o cultivo de plantas oleaginosas como
dendé, pinhdao manso, mamoneira, ao contrario de outras culturas como soja,
girassol, algodao, representa a fixacdo e manutencdo do trabalhador rural no
campo, gerando renda e atenuando o problema de evasdo da éarea rural e
inchamento das areas urbanas. Estudos envolvendo essas culturas devem ser
conduzidos e incentivados, ndo s6 do ponto de vista agrondmico, mas biolégico,
considerando que pouco se conhece sobre as interacdes dessas plantas com

microrganismos do solo.

1.3. Trichoderma spp.

1.3.1 Descricao Taxonémica

Trichoderma spp. € um fungo de solo, cosmopolita, género classificado
como imperfeito, pertencente ao filo Ascomycota e ordem Hypocreales
(DRUZHININA & KUBICEK, 2005). O género Trichoderma foi proposto por
Persoon em 1794 com base em materiais coletados na Alemanha, incluindo
quatro espécies na descricdo. Em 1969 foi reclassificado por Rifai. A partir dai,
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um maior numero de espécies foi agregado ao género, chegando a atualidade
com cerca de 83 taxons (espécies, formas e variedades), incluindo Trichoderma
spp. e Hypocrea (SAMUELS, 2006).

Hypocrea € o género que constitui a segunda fase que Trichoderma spp.
possui, denominada de teleomérfica.

As espécies do género Trichoderma apresentam micélio constituido de
hifas hialinas muito ramificadas e de parede lisa. Em meio de cultura, as colénias
apresentam inicialmente, superficie lisa e quase translicida, tornando-se
posteriormente flocosas e quase compactas (ETHUR, 2006). O crescimento
rapido em culturas, a producdo de um micélio aéreo esparso, o tipo de
ramificacdo dos conidiéforos e o modo de disposicdo das fidlides séao
caracteristicas utilizadas para distinguir as espécies desse género (BISSET,
1991).

Apesar do género Trichoderma ser encontrado em quase todos os solos e
ser coletado em matéria organica em varias latitudes, algumas espécies tém
ampla distribuigdo enquanto outras tém distribuicAo geograficamente limitada,
como no caso do T. polysporum e T. minutisporum que sdo espécies de regides
frias (SAMUELS, 2006). Turner et al. (1997) observaram que T. longibrachiatum
foi encontrado na América do Norte e do Sul, Europa, Africa e india, mas ndo no
sudeste da Asia e Austrdlia. Algumas espécies de Trichoderma como T.

harzianum e T. asperellum sao cosmopolitas (SAMUELS, 2006).

1.3.2. Aplicacoes de Trichoderma spp.

Fungos do género Trichoderma tém sido relatados como promotores de
crescimento de plantas por meio de mecanismos como produgdo de
fitohormédnios, a exemplo do acido indolacético, (WAHID et al., 2007), citocinina,
giberiina (ALTOMARE et al.,, 1999), que estimulam a germinacdo e
desenvolvimento das plantas, atividade solubilizadora de fosfato (VALENCIA et
al., 2007), e decomposi¢cdo de matéria organica, disponibilizando nutrientes para
as plantas (GODES, 2007).

Diversas enzimas hidroliticas e celuloliticas sao produzidas por Trichoderma, a

exemplo de T. reesei que produz multiplas enzimas celuloliticas e
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hemiceluloiticas. Essas enzimas podem ser aplicadas na reciclagem de materiais
compostos de celulose produzindo derivados uteis (ESPOSITO & SILVA, 1998).

As xilanases podem ser aplicadas na industria para alimentagédo animal, no
processamento de alimentos, na industria téxtil, na fabricacao de papel e celulose,
na disponibilidade de nutrientes por meio da hidrélise de hemicelulose, sendo os
fungos do género Trichoderma, a principal fonte dessas enzimas (XIONG et al.,
2004).

Este fungo é utilizado para o controle biolégico devido a alta capacidade
reprodutiva, a sobrevivéncia em condicdes ambientais ndo favoraveis, eficiéncia
na utilizacdo de nutrientes, agressividade contra fungos fitopatogénicos,
(BENITEZ et al, 2004). De acordo com estes autores, Trichoderma pode agir de
forma indireta no controle competindo por espago e nutrientes, modificando as
condi¢cdes ambientais, promovendo crescimento de plantas, ativando mecanismos
de defesa de plantas, produzindo antibiéticos, inativando as enzimas do patdégeno
ou, diretamente, mediante o micoparasitismo. Enzimas capazes de degradar a
parede celular de fungos fitopatogénicos, tais como quitinase, endoquitinase e
glucanase parecem ter importante papel na agdo antagbnica de Trichoderma
viride sobre patégenos de poés-colheita, como observado por RAJENDIRAN et al.
(2010).

Alguns produtos comerciais de espécies de Trichoderma sao encontrados
no mercado. O Trichodex tem como agente o Trichoderma harzianum utilizado
para o controle do fungo causador da podriddo poés-colheita da maca. Essa
mesma espécie, misturada com Trichoderma polysporum compdéem o produto
Binab-T, utilizado para controlar o apodrecimento da madeira (RICARD, 1981).
Trichoderma harzianum AG2, obtido a partir da fusdo de protoplasto é usado para
o controle de diversas doengas veiculadas pelo solo (HARMAN, 1990). O
GlioGard tem como agente ativo o Trichoderma virens, usado para prevenir o
tombamento de plantulas causado por espécies de Pythium e Rhizoctonia
(LUMSDEN & LOCKE, 1989).

Trichoderma spp. s&o reconhecidos como organismos que atuam na
decomposicdo da matéria organica e na ciclagem de nutrientes. Diversos
trabalhos demonstram o potencial que esses fungos possuem para a
decomposicdo de xenobibticos, a exemplo T. harzianum e T. viride que
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apresentaram capacidade de degradagdo de compostos organoclorados, em
testes in vitro (SMITH, 1995). O fungo Trichoderma harzianum é capaz de
degradar compostos clorofendlicos, incluindo pesticidas como o Glifosato, DDT,
Dieldrin, Endosulfan, entre outros (KATAYAMA & MATSUMURA, 1993). Foi
demonstrada a capacidade de Trichoderma viride de transformar o inseticida
photodieldrin em compostos ndo tdxicos e soluveis em agua (TABET &
LINCHTENSTEIN, 1976).

O género Trichoderma apresenta grande potencial para aplicacdo em
diversas areas de interesse ambiental, industrial e agricola. A melhor
compreensao da taxonomia, definicAo de espécies, estudos morfolégicos e
bioquimicos, bem como os estudos sobre as interagdes que ocorrem entre as
plantas e esses microrganismos servirdo de impulso para a geragao de
conhecimento e novas tecnologias aplicadas aos sistemas de producédo destas
culturas de importancia econémica.
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CAPITULO 2

Promocao de crescimento e colonizacao radicular por

Trichoderma spp. em pinhao manso (Jatropha curcas L.)
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RESUMO

MARTINS, C. Y. S. Promocao de crescimento e colonizacao radicular por
Trichoderma spp. em pinhao manso (Jatropha curcas L.)

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma
spp. na promogao de crescimento e colonizagao radicular de mudas de pinhao
manso. Foram testados 24 isolados, sendo 10 obtidos da cultura do cacau
(Theobroma cacao L.) (ES3, ES4, ES5, ES6, ES8, ES15, TC8, TC10, TC40 e
312), 10 da cultura do sisal (Agave sisalana L.) (TCS1, TCS4, TCS6, TCSS,
TCS9, TCS12, TCS24, TCS27, TCS30 e TCS32) e quatro da cultura do pinhao
manso (TSO3, TSO4, TR7 e TR8). As sementes de pinhdo manso foram
microbiolizadas em suspenso de esporos de Trichoderma (107 conidios por mL™)
e plantadas em sacos de polietileno, contendo solo de area de pastagem. Aos 45
dias apdés a germinagdo, as mudas foram coletadas e foram realizadas as
avaliag6es de altura das plantas, numero de folhas, didametro do caule, producao
de matéria seca na parte aérea e raiz. Foi avaliada a capacidade de produgao das
enzimas celulase, xilanase e quitinase, de acido indolacético, de solubilizagdo de
fosfato e de colonizacao radicular in vitro pelos isolados de Trichoderma. Foram
analisados os teores de N, P e K na parte aérea das mudas oriundas de
sementes microbiolizadas com os isolados TSO3, TSO4, TR7 e TR8. Os isolados
TCS4, TCS1, TC10, 312 e ES15 proporcionaram aumento na altura das plantas.
Os isolados TCS24, ES15, TR7, TR8 apresentaram atividade celulolitica,
enquanto que TCS27 e TC8 apresentaram capacidade de solubilizacdao de
fosfato. Nenhum isolado avaliado apresentou atividade quitinolitica, xilanolitica e
nem producdo de acido indolacético. Apenas o isolado TR7 proporcionou
aumento do conteudo de nitrogénio e na matéria seca da raiz. Todos os isolados
colonizaram o sistema radicular, mas s6 houve correlacdo linear positiva entre a
colonizagéo radicular e a altura das plantas. Os isolados de Trichoderma spp.
testados neste trabalho ndo demonstraram potencial para promogdo de
crescimento das mudas de pinhdo manso, nas condi¢des estudadas.

Palavras chaves: Microbiolizacdo de sementes, mudas, oleaginosas
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ABSTRACT

MARTINS, C. Y. S. Physic nut (Jatropha curcas L.) growth promotion and
root colonization by Trichoderma spp.

The aim of this study was to evaluate growth promotion and endophytic
colonization by Trichoderma spp. in seedlings of physic nut. Twenty four isolates
were tested: 10 from cacao plants (Theobroma cacao L.) (ES3, ES4, ES5, ES6,
ES8, ES15, TC8, TC10, TC40 and 312), 10 from sisal (Agave sisalana Perrine)
plants (TCS1, TCS4, TCS6, TCS8, TCS9, TCS12, TCS24 , TCS27, and TCS30
TCS32) and four from physic nut (TSO3, TSO4, TR7 and TR8). Seeds inoculated
with Trichoderma spp. were planted in a greenhouse and after 45 days were
harvested and evaluated for plant height, leaf number, stem diameter, shoot and
root dry weight. Production of cellulase, xylanase and chitinase, indol acetic acid,
capacity for phosphate solubilization and root colonization were evaluated in vitro.
The contents of the macronutrients N, P and K were determined for plants treated
with isolates TSO3, TSO4, TR7 and TR8. Only isolates TCS4, TCS1, TC10, 312
and ES15 promoted an increase in plant height. Isolates TCS24, ES15, TR7, and
TR8 presented celulolytic activity and isolates TCS27 and TC8 presented capacity
for phosphate solubilization. The isolates did not present chyitinolitic and xilanolitic
activity nor indol acetic acid production. Only isolate TR7 promoted an increase in
leaf nitrogen content and in root dry matter. All isolates colonized the root system.
A positive linear correlation was found between root colonization and plant height.
The Trichoderma spp. isolates did not show high potential for physic nut growth
promotion under the conditions of this study.

Keywords: Seed microbiolization, seedling growth, oilseeds
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INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia das
Euphorbiaceas, com caracteristicas fisiologicas adaptadas as regides aridas e
semi-aridas, principalmente por apresentar relativa rusticidade e certa tolerancia a
seca (BANERJI et al., 1985). No Brasil, sua distribuicdo geografica € bastante
ampla, podendo ser encontrada na regido Nordeste, Sudeste e no estado do
Parana (ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et al., 2005).

A planta pode ser aproveitada integralmente, com utilizacdo econémica na
medicina tradicional, producdo de sabdo, iluminagdo através de lamparinas,
geradores de eletricidade, combustivel para fogdes, extratos da semente como
molusquicida, inseticida e nematicida. E considerada planta melifera, podendo ser
utilizada como cerca-viva em pastagens e campos agricolas, por nao ser
palatavel, e para suporte para plantas epifitas como no caso da baunilha (Vanilla
aromatica) (SATO et al., 2009).

O interesse por essa planta oleaginosa deve-se ao fato das suas sementes
serem utilizadas como fonte de matéria-prima para a produgéo de biodiesel. Em
cultivos comerciais, a produtividade média é de 5 t/ha, com a cultura estabelecida
em condicdes favoraveis (disponibilidade de agua e nutrientes) e cerca de 32%
deste valor pode ser convertido em 6leo vegetal (aproximadamente 1600 L/ha)
(TEIXEIRA, 2005), aspecto que torna a cultura competitiva economicamente
frente as outras oleaginosas (MIRAGAYA, 2005).

Trichoderma é um género de fungo de vida-livre que se reproduz
assexuadamente, comumente encontrado em quase todos os solos de clima
temperados e tropicais (HARMAN et al., 2004). Segundo estes autores, a fase
sexual, teleomorfica (género Hypocrea) é mais frequentemente encontrada na
superficie de plantas lenhosas e herbaceas. Este fungo apresenta alta
diversidade genética e pode ser explorado para a producao de varios produtos de
interesse comercial e ecologico. Diversas espécies de Trichoderma sao eficientes
produtoras de enzimas extracelulares que degradam celulose, além de
produzirem substancias com atividades antibiéticas (HARMAN et al., 2004). Este

fungo € um promissor agente de biocontrole por apresentar mecanismos com
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acdo direta sobre outros fungos, como o micoparasitando (BENITEZ et al., 2004)
ou com acao indiretamente, competindo com outros microrganismos por
nutrientes e/ou espago (ELAD, 1996), produzindo antibiéticos, inibindo ou
degradando pectinases e outras enzimas essenciais para fungos patogénicos de
plantas, como Botrytis cinerea que penetra pela superficie da folha (ZIMAND et
al., 1996).

Fungos do género Trichoderma também exercem efeitos benéficos no
crescimento de plantas, proporcionando o aumento do crescimento das raizes, o
controle de microrganismos deletérios, a degradacdo de metabdlitos tdxicos
produzidos por esses microrganismos deletérios e o controle direto de patdégenos
da raiz (HARMAN et al., 2004).

Estudos agrondmicos referentes ao manejo e também sobre as interagdes
ecologicas do pinhdo manso com microrganismos do solo, a exemplo de
Trichoderma spp., poderao contribuir para maximizar seu potencial de producao
como fonte de matéria-prima para o biodiesel. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial de diferentes isolados de Trichoderma spp. na promogao de

crescimento e colonizagéo radicular de mudas de pinh&o manso.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos isolados de Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. foram multiplicados em meio de cultura
BDA 1/5 (Batata Dextrose Agar com o teor de nutrientes diluido para 1/5 com
agua), a temperatura ambiente (28+2°C), por aproximadamente sete dias. Vinte
isolados da colecdo de culturas do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), Campus Cruz
das Almas — BA, foram utilizados, sendo que seis isolados foram obtidos de
ramos de cacaueiro em decomposicao (ES3, ES4, ES5, ES6, ES8 e ES 15),
quatro do interior de troncos de cacaueiros sadios (TC8, TC10, TC40 e 312) e dez
de solo rizosférico da cultura do sisal (TCS1, TCS4, TCS6, TCS8, TCS9, TCS12,
TCS24, TCS27, TCS30 e TCS32). Adicionalmente, quatro isolados foram obtidos
de solo rizosférico (TSO3 e TSO4) e raizes (TR7 e TR8) de pinhdo-manso e
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utilizados separadamente em experimentos para avaliagdo da promogdo de
crescimento e dos conteudos de N, P e K em mudas de pinhao manso.

O inéculo para os experimentos foi produzido por raspagem dos conidios
da superficie das culturas de Trichoderma spp., com agua destilada e esterilizada,
com auxilio da alca de Drigalsky. Em seguida, a concentracdo de conidios foi
ajustada para 10’ conidios mL™, por contagem em camara de Neubauer, sob

microscoépio ético.

Microbiolizacao da semente de pinhao manso por Trichoderma spp.

Sementes de pinhdo manso foram cedidas gentiimente pela empresa
Biojan-MG Agroindustrial Ltda. Estas foram tratadas por imersdo em suspenséo
de conidios de Trichoderma spp., contendo 10’ conidios mL™, por um periodo de
15 min e em seguida realizado o plantio de duas sementes por saco de polietileno
contendo aproximadamente 3 L de solo de pastagem né&o esterilizado. Apds a
semeadura, aplicou-se uma aliquota de 1000 pl de cada tratamento (suspensao
de esporos de Trichoderma spp. na concentracdo de 10’ conidios mL™") sobre a
semente. No tratamento controle, as sementes foram imersas em agua destilada
e esterilizada pelo mesmo periodo. As plantas foram mantidas em estufa agricola
no campo experimental do Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola,
Campus de Cruz das Almas.

Foi feito o desbaste, deixando-se apenas uma planta por saco. As plantas
foram irrigadas diariamente e, aos 45 dias avaliou-se a altura das plantas, com
auxilio de trena, numero de folhas e didmetro do caule a 1 cm da base, com
auxilio de paquimetro digital. Aos 45 dias realizou-se a coleta das plantas,
separando-se a parte aérea das raizes, sendo estas lavadas em agua corrente.
Pesou-se a massa fresca da parte aérea e ambas as partes vegetativas foram
colocadas em estufa com ventilagdo forcada a temperatura de 65°C para
secagem até obtencdo da massa constante. Ap6s secagem em estufa,
determinou-se 0 peso da matéria seca da parte aérea e das raizes em balanca
analitica.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco

repeticées por tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e
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comparacao de médias pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade, utilizando
o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).

Caracterizacao quimica do solo

O solo foi coletado na camada de 0-20 cm de profundidade, em é&rea de
pastagem no Campus de Cruz das Almas da Universidade Federal do Recdncavo
da Bahia. A andlise quimica da amostra de solo foi realizada no Laboratério de
Solos da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, conforme metodologia
proposta pela Embrapa (1997). Foram determinadas as seguintes caracteristicas
quimicas: pH, potassio (K), fosforo (P), célcio (Ca), magnésio (Mg), acidez
potencial (H+Al), e teor de matéria organica (MO) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao quimica da amostra de solo coletada na camada de 0-20 cm.

Determinagao | pH P K Ca Mg H+Al CTC| MO
(mg dm™®) (cmol. dm™®) (mmols kg™ (g kg™
Solo pastagem | 5,2 0,8 0,05 0,7 0,5 1,65 293 | 11,37

*Solo coletado na area de pastagem do Campus de Cruz das Almas da UFRB.

Avaliacao nutricional da parte aérea de mudas de pinhao manso

A avaliagao dos teores de nutrientes da parte aérea foi realizada apenas
em mudas oriundas de sementes microbiolizadas com os isolados TSO3, TSO4,
TR7 e TR8, obtidos de solo e raizes de pinhdo manso.

Apobs coleta, secagem e pesagem, a parte aérea das plantas foi moida em
moinho tipo Willy, e em seguida submetida a digestdo acida em uma mistura de
H.SO4(conc.) € HoO2 30% (JONES, 2001). Foram adicionados 3,5 mL de H>.SO4 a
0,5 g do material vegetal seco e moido. Apdés 30 minutos de repouso, foram
adicionados 3,5 mL de H.O, 30% e em seguida a mistura foi aquecida a 350 °C
por 30 minutos. Apds resfriamento, foram acrescentados novamente 2,0 mL de
H2O,, aquecidos por 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de H,O, até
a digestdo completa do material. Apos essa etapa, o extrato foi filtrado e




21

transferido para baldo volumétrico e o volume completado para 100 mL com agua
deionizada.

O teor de nitrogénio foi determinado colorimetricamente (625 nm), em uma
aliquota de 0,4 mL do extrato convenientemente diluido, pelo método do fenol-
hipoclorito (WEATHERBURN, 1967), utilizando o espectrofotbmetro SP 2000 UV
(Bel photonics).

A determinacao do teor de fésforo foi realizada colorimetricamente (660
nm), em uma aliquota de 1,0 mL do extrato convenientemente diluido, pelo
método do molibdato de aménio (SARRUGE & HAAG, 1974). Para a leitura do

fosforo utilizou-se o espectrofotémetro SP 2000 UV (Bel photonics).

As determinagbes de potassio foram realizadas por fotometria de chama
(Quimis).

Caracterizacao bioquimica dos isolados de Trichoderma spp.

Producao de celulase e xilanase

Para determinacdo da atividade celulolitica e xilanolitica os isolados foram
multiplicados em meio BDA 1/5 e repicados em meio de sais sélido (BRECCIA et
al.,1995) segundo metodologia descrita por Lewis (1988), suplementado com
xilana e carboximetilcelulose como uUnica fonte de carbono. Apds dois dias de
cultivo, foram adicionados 10 mL de solucdo vermelho congo (0,5%) em cada
placa, sendo estas incubadas a temperatura ambiente por um periodo de 15 min.
A solucado de vermelho congo foi removida, adicionando-se 10 mL de solucéo
salina (NaCl a 1M) em cada placa, sendo estas incubadas a temperatura
ambiente por 30 minutos. Em seguida, foi removida a solucéao salina e observada
formacao ou ndo de uma zona de hidrélise de coloracao alaranjada em torno das

colénias crescidas, indicando a degradagao do polimero.
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Producao de quitinase

Os isolados de Trichoderma spp. foram multiplicados em BDA1/5 e
posteriormente repicados para o meio de sais solido (BRECCIA et al, 1995),
suplementado com quitina coloidal (HSU & LOCKWOOQOD, 1975), peneirada em
malha de 60 mesh, como unica fonte de carbono. Apds dois dias de cultivo, foi
avaliada a atividade quitinolitica por meio da formacao do halo hialino ao redor da

colonia.

Solubilizacao de fosfato inorganico

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi determinada segundo o
método proposto por Katznelson e Boston (1959) modificando-se o meio no qual
os isolados foram cultivados (BDA 1/10 - Batata Dextrose Agar reduzido a 1/10) e
incubados a temperatura ambiente durante dois dias. Apds esse periodo, avaliou-
se a formacdo de uma zona de solubilizacdo de aspecto opaco em torno das

colbnias dos isolados de Trichoderma spp.

Producao de acido indolacético

Para a determinacdo da producao de &cido indolacético, foi utilizada a
metodologia de Bric et al., (1991). Os isolados de Trichoderma spp. foram
cultivados em meio de cultura BDA 1/5 e repicados para o meio triptocaseina de
soja (10%) sélido, acrescido com 5 mM de L-triptofano durante oito dias a 28 °C.
Posteriormente, as culturas foram cobertas com uma membrana de nitrocelulose
e as placas incubadas a temperatura ambiente por trés dias. Apds este periodo,
as membranas foram removidas e saturadas com solu¢cdo de Salkowski
(GORDON & WEBER, 1951). Os isolados que formaram halo avermelhado na
membrana, no periodo de 30 min, foram considerados produtores de acido
indolacético.

Colonizacao radicular por Trichoderma spp. na cultura do pinhao manso

O experimento foi montado de forma asséptica para garantir que a
colonizagdo radicular fosse apenas dos isolados de interesse, inoculados na
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planta. As sementes ndo germinaram in vitro, por isso o trabalho foi dividido em
duas etapas, sendo a primeira etapa em casa de vegetacdo e a segunda em
condi¢cées in vitro, no laboratério. Na primeira etapa, as sementes foram
previamente imergidas em alcool 70% e flambadas para a desinfestacdo, sendo
semeadas em recipientes plasticos contendo substrato (Plantmax®) previamente
esterilizado em autoclave a 120°C por duas horas. Apés cinco dias de
germinacao, as plantulas foram lavadas e transportadas para o laboratério. Em
camara de fluxo laminar, as raizes foram desinfestadas em alcool 70% (1 minuto),
hipoclorito 1% (1 minuto), seguindo de seis lavagens em agua destilada e
esterilizada. As raizes foram imersas em suspensao de esporos de Trichoderma
spp. na concentragdo de 10’ conidios mL"' por um periodo de 15 min. No
tratamento controle, as raizes ficaram imersas em agua destilada e esterilizada,
pelo mesmo periodo. As raizes foram transferidas para placas de Petri (150 x 30
mm) contendo meio de cultura Agar Agua 6% e incubadas a temperatura
ambiente durante cinco dias até a esporulagdo do fungo. Apés a esporulagéo do
fungo, foi realizada nova desinfestagdo das raizes que foram cortadas em cinco
pedacgos de aproximadamente 0,5 cm com bisturi esterilizado e transferidas para
meio BDA 1/5 suplementado com bactericida oxytetraciclina e incubadas a
temperatura de 28 °C por cinco dias, para observacao da colonizacdo desses
segmentos de raizes pelo fungo. O experimento seguiu o delineamento

inteiramente casualizado com trés repeticées por tratamento.

RESULTADOS

Promocao de crescimento por Trichoderma spp. em pinhao manso

Os isolados TCS4, TCS1, TC10, 312 e ES15 proporcionaram o aumento de
23,8%, 15,2%, 14,4%, 13,7% e 11,7% respectivamente, na altura da planta, em
relacdo as plantas do tratamento controle (Figura 1A). Nenhum dos tratamentos
apresentou crescimento superior a testemunha em relagdo ao niumero de folhas e
didametro do caule (Figura 1B e Figura 1C). Alguns isolados de Trichoderma spp.
proporcionaram um efeito deletério na producdo de matéria seca da parte aérea

(Figura 1D). O isolado TCS1 proporcionou aumento de 42,5% na producao de
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matéria seca da raiz, enquanto que os demais isolados nao diferiram do
tratamento controle ou apresentaram efeito deletério em relagdo a essa

caracteristica (Figura 1E).

Promocao de crescimento por Trichoderma spp. isolado da rizosfera e da

raiz de pinhao manso

Quando analisados os resultados referentes a altura das plantas, observa-
se que os isolados de Trichoderma spp. testados foram deletérios ao crescimento
do pinhdo manso, em relagédo a testemunha (Figura 2A). Com relagdo ao numero
de folhas, ndo houve diferenga entre os isolados testados e a testemunha (Figura
2B) e nenhum isolado diferiu do controle em relacdo ao diametro do caule (Figura
2C). A producdo de matéria seca na parte aérea das plantas no tratamento
testemunha foi superior aos tratamentos com os isolados TSO4 (26,7%), TR8
(16,1%) e TSO3 (10,0%), além de nao apresentar diferenca com TR7,
demonstrando efeito deletério destes isolados ao crescimento do pinhdo manso
(Figura 2D). Apenas o tratamento com o isolado TR7 promoveu aumento
significativo (73,4%) na producdo de matéria seca nas raizes das plantas,

comparado com a testemunha (Figura 2E).

Avaliacao nutricional da parte aérea do pinhao manso

Plantas oriundas de sementes microbiolizadas com o isolado TR?7,
apresentaram aumento de 9,7% do conteddo de nitrogénio na parte aérea em
relacdo as plantas do tratamento controle (Figura 3A). Nao foi observado maior
acumulo de fésforo e potassio nas mudas tratadas com os isolados TSOS, TSO4,

TR7 e TR8 na parte aérea das plantas de pinhdo manso (Figura 3B e 3C).
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Figura 1. Mudas de pinhdo manso oriundas de sementes microbiolizadas com
numero

isolados de Trichoderma spp. de plantas de cacau e de solo rizosférico de plantas
da parte aérea, (E) matéria seca da raiz. Barras seguidas por letras iguais nao

de sisal. (A) Altura, (B)
diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Mudas de pinhdo manso oriundas de sementes microbiolizadas com
isolados de Trichoderma spp. provenientes de solo rizosférico e da raiz da cultura
de pinhdo manso. (A) Altura da planta, (B) numero de folhas, (C) didmetro do
caule (D) matéria seca da parte aérea, (E) matéria seca da raiz. Barras seguidas

por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Acumulo de macronutrientes na parte aérea das plantas de pinhao
manso oriundas de sementes microbiolizadas com isolados de Trichoderma spp.
provenientes da rizosfera e raizes da cultura do pinhdo manso. (A) Nitrogénio, (B)
Fosforo, (C) Potassio. Barras seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Caracterizacao bioquimica dos isolados de Trichoderma spp.

Os isolados TCS24, ES15, TR7 e TR8 apresentaram atividade celulolitica e
os isolados TCS27 e TC8 apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato.
Nenhum dos isolados avaliados apresentou atividade quitinolitica, xilanolitica e
nem a producao de acido indolacético (Tabela 2).

Tabela 2. Producdo de enzimas extracelulares, acido indolacético (AlA) e

solubilizagao de fosfato in vitro por 24 isolados de Trichoderma spp.

Isolados Enzimas extracelulares Solub. de Acido

Celulase AQuitinase Xilanase Fosfato Indolacético

TCS 1 . . . . .
TCS4 : : : . .
TCS6 . . . . :
TCS8 . . . . :
TCS9 . . . . :
TCS12 . : : . .
TCS24 + : : . .
TCS27 . . : + .
TCS30 . . . . .
TCS32 . . . . .
TC8 . . . + .
TC10 . . . . .
TC40 . . . . .
ES3 . . . . :
ES4 : : : . .
ES5 . . . . .
ES6 . . . . .
ES8 . . . . .
ES15 + : : . .
312 . . . . .
TSO3 . . . . .
TSO4 . . : . .
TR7 + : : . .
TR8 + : : : .
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Colonizacao radicular por Trichoderma spp. em plantulas de pinhdao manso

Todos os isolados testados foram capazes de colonizar endofiticamente as
raizes do pinhdo manso. Os isolados menos eficientes foram TCS32 com 26,7%
de colonizacdo, ES6 com 60% e TC8, TC9 e TCS24 com 66,7% de colonizacao.
O controle, tratado com agua destilada e esterilizada, ndo apresentou raizes
colonizadas (Figura 4).
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Figura 4. Colonizagao radicular dos isolados de Trichoderma spp. em raizes de
plantulas de pinhdo manso, ap6s dez dias da inoculagao e incubadas em placa de
Petri contendo meio de cultura BDA 1/5 suplementado com bactericida, a
temperatura de 28 °C.

Foi observada correlacdo linear baixa e positiva entre a colonizagéao
radicular e a altura da planta. Ndo houve correlagdo significativa entre a
colonizagdo das raizes e as caracteristicas como numero de folhas, didmetro do

caule, massa seca da parte aérea e da raiz (Tabela 3).
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Tabela 3. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a porcentagem de
colonizagdo radicular por vinte e quatro isolados de Trichoderma spp. € 0s

parametros de crescimento de mudas de pinh&do manso.

Parametros Valor r
Altura da planta 0,304
Numero de folhas ns
Didametro do caule ns
Producao de mat. seca na parte aérea ns
Producao de matéria seca nas raizes Ns

ns: ndo-significativo a 5%

DISCUSSAO

Considerando a escassez de estudos com pinh&o manso e a promog¢ao de
crescimento desta cultura por microrganismos, a exemplo de Trichoderma, vinte e
quatro isolados de Trichoderma spp foram avaliados com este propoésito. Alguns
autores observaram que Trichoderma spp. foi capaz de incrementar o
crescimento, a produtividade, a absor¢ao e concentracdo de nutrientes nas raizes
das plantas hospedeiras, tais como feijao, abobora e maracuja (HARMAN et al.,
2004; LO & LIN, 2002; HINOJOSA et al., 2009). Porém, dos isolados testados
neste trabalho, apenas TCS4, TCS1, TC10, 312 e ES15 promoveram incremento
na altura das plantas (Figura 1A), enquanto o isolado TR7 proporcionou aumento
na producao de matéria seca das raizes e no conteudo de nitrogénio na parte
aérea (Figura 2A e 3A) Esperava-se obter melhores resultados na promocgao de
crescimento do pinhdo manso inoculado com Trichoderma spp., considerando os
resultados positivos observados em varios estudos envolvendo Trichoderma, a
exemplo do T. harzianum em cultivos de berinjela, aveia, café, tomate, batata,
espécies florestais, entre outros (ZAMBRANO, 1989; BORKMAN et al., 1998;
DANDURAND & KNUDSEN, 1993).

Lorito et al. (2010) relataram que este fungo apresenta melhor desempenho
junto a planta quando submetido a condicdes de estresses bibticos e abidticos.
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Bae et al. (2009) observaram a promog¢ao de crescimento em plantas de cacau
com o isolado endofito T. hamatum DIS 219b, sob condi¢cbes de estresse hidrico.
No presente trabalho, os estresses bidticos ndo foram analisados e, como as
plantas foram irrigadas, estas ndo sofreram estresse por déficit hidrico.
Entretanto, o solo utilizado para o cultivo das mudas de pinhdo manso apresentou
baixo teores de macronutrientes e de matéria organica (Tabela 1) indicando que
as plantas foram submetidas a estresses nutricionais. Esta condigdo de elevado
estresse nutricional e baixo teor de matéria organica no solo pode ter afetado o
desenvolvimento da planta e também do fungo no solo, uma vez que este
necessita de fontes de nutrientes e da matéria organica para o seu
desenvolvimento (WEN et al., 2005). Portanto, é necessario avaliar os niveis e
tipos de estresses abidticos que beneficiam a associacdo fungo-planta e a
promogao de crescimento da planta. Isto pode explicar o efeito deletério da
maioria dos isolados de Trichoderma, oriundos das culturas do cacau, do sisal e
também do pinhdo manso, observado em algumas caracteristicas de crescimento
analisadas, a exemplo do didmetro do caule, producdo de matéria seca na parte
aérea e raizes (Figura 1C, 1D e 1E). A utilizagdo dos nutrientes de fontes
inorganicas e organicas do solo pelos isolados de Trichoderma pode ter causado
competicao por nutrientes entre o fungo e a planta, resultando no efeito deletério
observado. A interagédo dos isolados de Trichoderma com pinh&do manso deve ser
mais estudada, inclusive envolvendo avaliacdes referentes a producao de
metabdlitos e dos genes envolvidos na interacdo fungo-planta-ambiente, pois as
funcbes ecoldgicas destes fungos ainda permanecem indefinidas (ALBRECTSEN
et al., 2010).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas dependem de fatores
como luz, agua e gas carbdnico, além de um fluxo continuo de nutrientes que tém
fundamental importancia para o desempenho das principais fungées metabdlicas
da célula (BONATO et al., 1998). Por esta razédo, buscou-se avaliar o efeito de
Trichoderma no conteudo de nitrogénio, fésforo e potassio. Foi realizada analise
nutricional somente das plantas oriundas de sementes microbiolizadas com os
quatro isolados de Trichoderma associados com o pinhdo manso e que
supostamente deveriam possuir estreita relacdo com a planta hospedeira, uma

vez que foram retirados do solo rizosférico e das raizes. Somente plantas do
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tratamento com o isolado TR7, apresentaram incremento do acumulo de N em
relacdo a testemunha (Figura 3A). Segundo Lorito et al. (2010), a intima relagéo
entre Trichoderma spp e a planta proporciona beneficios como aumento na
eficiéncia do uso do nitrogénio por mecanismos de reducao e assimilagdo deste
nutriente. Este isolado também proporcionou aumento na producdo de matéria
seca das raizes. Nenhum isolado promoveu aumento dos conteudos de fésforo e

potassio nas plantas.

A producao de enzimas extracelulares por fungos pode induzir as plantas a
produzirem substancias de defesa, aumentando a sintese de enzimas e
metabdlitos com atividade antifungica (ONGENA et al., 2000), ou ainda favorecer
a degradacao de matéria organica, disponibilizando nutrientes para a planta.

Dentre os mecanismos utilizados pelos fungos do género Trichoderma que
possuem efeito sobre o crescimento de plantas e controle de fitopatdgenos,
destacam-se a producdo de enzimas extracelulares como celulase, quitinase,
xilanase, solubilizacdo de fosfato e a producéo de acido indolacético (AlA), os
quais foram avaliados no presente estudo. No entanto, ndo foi observada
nenhuma relagcdo entre a produgdo dos metabdlitos e o crescimento das plantas
de pinh&o manso. Talvez os métodos de determinagcdo desses metabdlitos
tenham sido menos sensiveis do que os adotados por outros autores, como por
exemplo, a determinacdo de AIA que foi realizada com base na metodologia
proposta por Bric et al. (1991), que utiliza membranas de nitrocelulose para
deteccao do AlA, ao invés de espectrofotometria para sua detecgao (Gravel et al.
2007). Apenas o isolado TR7 demonstrou ser produtor de celulase, sendo este o
isolado que promoveu aumento na producdo de matéria seca das raizes e no
conteudo de nitrogénio na parte aérea das mudas de pinhao manso. Entretanto,

nao se pode concluir sobre os mecanismos de agao deste isolado.

Algumas espécies do género Trichoderma sao capazes de colonizar as
raizes das plantas, promovendo seu crescimento e induzindo resisténcia as
doencas (HARMAN, 2000; HOLMES et al.,, 2004; YEDIDIA et al., 2000). No
presente trabalho foi verificado que todos os isolados apresentaram a capacidade
de colonizar as raizes do pinhdo manso, em condi¢cdes in vitro. Outros autores
(PAPAVIZAS, 1981, 1985; CHAO et al.,1986; AHMAD & BAKER, 1987;.DE

SOUZA et al.,, 2008 ) relataram que algumas espécies de Trichoderma nao
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apresentam boa capacidade de competicdo em solo ndo esterilizado, o que
reforca a necessidade de avaliar as duas condigdes de solo em estudos futuros. E
importante destacar que foram feitos testes in vitro, com raizes desinfestadas,
apos o crescimento das plantulas de pinhdo manso em solo estéril, por cinco dias
em casa de vegetacdo. As analises do solo rizosférico das plantulas de pinhao
manso e das sementes, confirmaram a auséncia do Trichoderma nas sementes e
neste solo, indicando que a colonizacdo das raizes foi oriunda dos isolados
testados. Apesar de os isolados de Trichoderma nao terem sido identificados ao
nivel de espécie, foram observadas diferencas morfoldgicas e de crescimento nas
colénias crescidas em meio BDA. Estas apresentaram caracteristicas diferentes
em relagdo ao tempo de crescimento, producado de micélio aéreo, esporulacao e
coloracao da col6nia, além da diferenca dos isolados na capacidade de
colonizagéo das raizes de pinhdo manso.

A colonizacao radicular dos isolados utilizados neste trabalho apresentou
correlagdo positiva apenas com a altura da planta, mas ndo com outros
parametros avaliados. Dessa forma, pode-se concluir que os isolados de
Trichoderma sao eficientes em colonizar as raizes de pinhdo manso, mas nao
apresentam eficiéncia em promover o seu crescimento. Sugere-se que novos
estudos sejam conduzidos avaliando outros métodos, além da microbiolizacao
das sementes, como por exemplo, a inoculagdo e incubagdo do solo com
Trichoderma, e outras condicbes de crescimento das plantas, como em solo

estéril e com diferentes teores de nutrientes e matéria organica.
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CAPITULO 3

Promocao de crescimento e colonizacao radicular por

Trichoderma spp. em mamoneira (Ricinus communis L.)
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RESUMO

MARTINS, C. Y. S. Promocao de crescimento e colonizacao radicular por

Trichoderma spp. em mamoneira (Ricinus communis L.)

O presente trabalho teve como objetivo avaliar 24 isolados de Trichoderma
spp., quanto ao potencial de promog¢ao de crescimento e colonizagéo radicular da
mamoneira. Foram testados 10 isolados de cacau (Theobroma cacao L.) (ESS,
ES4, ES5, ES6, ES8, ES15, TC8, TC10, TC40 e 312), 10 do sisal (Agave sisalana
Perrine) (TCS1, TCS4, TCS6, TCS8, TCS9, TCS12, TCS24, TCS27, TCS30 e
TCS32) e quatro do pinhdo manso (TSO3, TSO4, TR7 e TR8). Além da
inoculagao por microbiolizagdo de sementes, foi avaliado o efeito da inoculagéo e
incubacao (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias) do solo com Trichoderma no
crescimento da mamoneira. Determinou-se in vitro, a produgdo de enzimas
extracelulares (celulase, xilanase e quitinase), de acido indolacético e a
solubilizacdo de fosfato pelos isolados de Trichoderma. Foram analisados os
contetdos de N, P e K na parte aérea das mudas oriundas de sementes
microbiolizadas com os isolados TSO3, TSO4, TR7 e TR8. Foi avaliada a
capacidade de colonizagao radicular de todos os isolados e sua correlagdo com o
crescimento das mudas. Os isolados TC40 e 312 promoveram aumento na altura
da muda, enquanto os isolados TCS12, TCS6, ES8, 312, TCS1, ES5, TC40 e
ES6 promoveram o aumento do didmetro do caule. Apenas o TR7 promoveu o
aumento da matéria seca da parte aérea. Os isolados TR7, TSO4 e TRS8
proporcionaram o aumento do conteudo de nitrogénio na parte aérea da muda. A
incubacdo por 30 dias do solo inoculado com Trichoderma proporcionou 0O
aumento na matéria seca da parte aérea e da raiz, e 25 dias de incubagao
também proporcionou o0 aumento da matéria seca da raiz. Os isolados ESS3,
TCS30, TCS4, ES4, TC40, ES15, ES5, TC 10 e TCS12, quando inoculados no
solo e incubados por 25 dias, proporcionaram aumento na altura da muda. O ES3
proporcionou aumento na matéria seca da parte aérea e TC40 na matéria seca da
raiz. Todos os isolados, com excecdao do TCS12, colonizaram o sistema radicular,

mas somente houve correlacao positiva entre esta variavel e a altura das mudas.

Palavras chave: Mamona, oleaginosas, mudas
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ABSTRACT

MARTINS, C. Y. S. Growth promotion and root colonization by Trichoderma

spp. in castor bean (Ricinus communis L.) seedlings

This study aimed to evaluate the growth promotion and root colonization by
Trichoderma spp. in castor bean seedlings. Twenty four isolates, 10 form cacao
(Theobroma cacao L.) (ES3, ES4, ES5, ES6, ES8, ES15, TC8, TC10, TC40 and
312), 10 from sisal (Agave sisalana Perrine) (TCS1, TCS4, TCS6, TCS8, TCSY9,
TCS12, TCS24, TCS27, TCS30 and TCS32) and four from physic nut (Jatropha
curcas L.) (TSO3, TSO4, TR7 and TR8) were tested. Inoculation by seed
microbiolization and soil inoculation and incubation with Trichoderma spp. for
different periods of time (0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 days) were evaluated for their
effects on castor bean growth. Production in vitro of extracellular enzymes
(cellulase, xylanase and chitinase), indol acetic acid, and phosphate solubilization
tion by the Trichoderma isolates were evaluated. The content of N, P and K in
shoots of plants grown from seeds treated with isolates TSO3, TSO4, TR7 and
TR8 was determined. Root colonization was analyzed and correlated with plant
growth parameters. The isolates TC40 and 312 promoted an increase in plant
height, while isolates TCS12, TCS6, ES8, 312, TCS1, ES5, TC40 and ES6
promoted an increase in stem diameter. Only isolate TR7 promoted an increase in
shoot dry weight. Isolates TR7, TSO4 and TR8 promoted an increase in plant
nitrogen content. Soil incubation for thirty days with Trichoderma spp. promoted
an increase in plant shoot and root dry matter, and with 25 days of incubation, an
increase in root dry matter was also observed. Isolates ES3, TCS30, TCS4, ES4,
TC40, ES15, ES5, TC 10 and TCS12, when inoculated in soil and incubated for 25
days, promoted higher increases in plant height. ES3 promoted an increase in
shoot dry matter and TC40 in root dry matter. All isolates colonized the castor

bean root system, but with a linear and positive correlation only with plant height.

Keywords: Castor bean, oilseeds, seedlings
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INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) ja ocupou um lugar de grande
destaque no Agronegoécio brasileiro. Na década de 1970, o Brasil foi o maior
produtor de mamoneira e o maior exportador de seu 6leo (FAO, 2010). O declinio
da producéao ocorreu principalmente pelo baixo nivel tecnolégico da agricultura e a
desorganizagédo do mercado interno (SAVY, 2007).

A cultura da mamoneira tem potencial para se soerguer e contribuir para o
desenvolvimento agricola sustentavel do pais, entretanto, sdo necessarios
investimentos visando a melhoria dos insumos, sementes e sistemas de preparo
do solo, plantio e colheita, como também o desenvolvimento da logistica de
distribuicdo e comercializagdo da mamoneira (AZEVEDO et al., 2001).

Esta oleaginosa tem importancia econémica, pois produz um Oleo de
excelentes propriedades industriais, e social, pelo emprego de méo-de-obra em
todas as etapas produtivas da cultura, desde o campo até a obtencao do produto
final.

A comercializagdo da mamoneira pode ser feita tanto na forma bruta e de
pouco valor agregado (mamoneira em baga) quanto em formas intermediarias
(6leo bruto ou refinado) ou através da exploragéo de seus derivados de alto valor
agregado a exemplo do acido graxo destilado de 6leo de mamoneira desidratado,
6leo de mamoneira hidrogenado, 6leo de mamoneira sulfuricinado, acido 12-
hidréxido estearico e outros, com usos diferenciados como poliuretanos, resinas
plasticas, etc. (SANTOS & KOURI, 2006).

O Brasil destaca-se pela sua grande diversidade e produtividade de graos
que podem ser utilizados na fabricacao de éleos vegetais, apresentando, nesse
sentido, uma grande abertura para uma nova alternativa energética (BILICH & DA
SILVA, 2006). Parente (2003) acrescenta a vocacao brasileira aos
biocombustiveis as diversidades sociais, econémicas e ambientais que podem
gerar distintas motivacbes regionais para a producdo e consumo desses

combustiveis.

A producdo de mamoneira € realizada no ambito da agricultura familiar,

com muita dificuldade, pois o pouco investimento em tecnologia e a baixa
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produtividade ocasionam perda de lavouras devido a doengas e pragas (REIS et
al., 2007).

Trichoderma é um fungo habitante do solo, pertencente a ordem
Hypocreales, que exerce antagonismo a varios fitopatdgenos, através do
parasitismo e/ou antibiose (MELO, 1998). Pesquisas demonstram a importancia
da utilizacdo desses microrganismos nao s6 para 0 controle bioldégico, mas
também na promogédo de crescimento de plantas (HARMAN et al., 2000;
HARMAN et al., 2004).

A falta de estudos relacionados com culturas regionais de importancia
econbmica e social, a exemplo da mamoneira, envolvendo tecnologias de
utilizacdo de microrganismos do solo com potencial para promocao de
crescimento de plantas nos sistemas de cultivo, levou ao desenvolvimento deste
trabalho com a finalidade de avaliar o potencial de isolados de Trichoderma para
promocao de crescimento de plantas de mamoneira e estudar a capacidade de

colonizagao radicular da mamoneira por estes microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Microbiolizacao da semente de mamoneira por Trichoderma spp. e efeito na
promocao de crescimento

Os 24 isolados de Trichoderma descritos no capitulo 2 foram utilizados em
todos os experimentos, seguindo a metodologia descrita para o pinhdo manso.

Sementes de mamoneira, cultivar MPA11 cedidas pela EBDA de ltaberaba,
foram tratadas por imersdo em suspensdo de conidios de Trichoderma spp.,
contendo 10’ conidios mL™", conforme desctito no capitulo 2.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco
repeticdes para os 20 isolados obtidos do cacau e sisal, mais o controle nédo
inoculado, tratado apenas com agua destilada e esterilizada. Para analise dos
dados foi utilizado o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), sendo
realizada a analise de variancia e posteriormente a comparacao de médias pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Separadamente, foi conduzido outro experimento em delineamento em
blocos casualizados com seis repeticdes avaliando os quatro isolados obtidos da
rizosfera e raiz do pinhdo manso e o tratamento controle. Foi avaliada a altura das
plantas, numero de folhas, didmetro do caule, matéria seca da parte aérea e
raizes e conteudo de N, P e K na parte aérea das plantas. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), realizando a
analise de variancia e em seguida, a comparacao das médias pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Inoculacao e incubacao do solo Trichoderma spp. em diferentes periodos

de tempo para promocao de crescimento da mamoneira

Preparo do arroz

Para hidratagédo, foram adicionados 500 mL de agua destilada a 300 g de
arroz parboilizado. Apés uma hora de imersao, o excesso de agua foi removido,
utilizando-se uma peneira de 35 mesh e porgdes de 50 g do arroz hidratado foram
colocadas em Erlenmeyers de 250 mL vedados com folha de aluminio e plastico

PVC. O arroz foi esterilizado em autoclave a 120° C, por 55 minutos.

Preparo do indculo em arroz e incubac¢ao do solo

Foi escolhido o isolado 312 para a inoculagcdo do arroz esterilizado devido
ao seu rapido crescimento. Este isolado foi multiplicado em meio de cultura
BDA1/5 (BDA diluido em agua para 1/5 dos teores de nutrientes) e em seguida as
placas foram incubadas durante quatro dias, a temperatura ambiente (28 + 2 °C).
Apo6s este periodo, foi realizada a raspagem das coldnias, com auxilio da alca de
platina e transferéncia deste inoculo para os frascos contendo 50 g de arroz
esterilizado que foram incubados por cinco dias a temperatura ambiente. De
acordo com a metodologia adotada no laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia
Agricola (UFRB — Campus Cruz das Almas) para inoculagao de solo com inoculo
de actinomicetos produzido em arroz (dados ndo publicados), foram pesados 12,5
g do arroz colonizado pelo Trichoderma spp., sendo este inoculo misturado em 10
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L de solo, o qual foi homogeneizado por revolvimento manual e incubado por 30
dias, em sacos de polietileno, a temperatura ambiente. Para os demais periodos
de incubacao ( 25, 20, 15, 10, 5 e 0) seguiu-se a mesma metodologia de
inoculagao do solo, com o cuidado de utilizar sempre uma cultura nova do isolado
de Trichoderma spp. O tempo zero correspondeu a inoculagdo do solo com
Trichoderma spp. e semeadura no mesmo dia. A semeadura da mamoneira
ocorreu no mesmo dia para todos os tratamentos, ou seja, para todos os periodos
de incubacao do solo, uma vez que a inoculacdo do solo foi realizada em dias
programados para que o periodo final de incubagdo e o tempo zero ocorressem
no mesmo dia. Para todos os tratamentos, foi realizada a semeadura de duas
sementes de mamoneira em cada saco de polietileno (20 x 22 cm) contendo 2 L
de solo de area de pastagem nao esterilizado. Sete dias apdés a germinacao,
procedeu-se o0 desbaste, deixando-se apenas uma planta por saco. Quarenta e
cinco dias ap6s a semeadura, fez-se a coleta das plantas e avaliacbes de altura
de planta, numero de folhas, didmetro do caule e matéria seca da parte aérea e
raizes. A parte aérea e as raizes das mudas foram separadas, lavadas e
colocadas para secagem em estufa com ventilagdo forgcada a 65 °C, até atingir
massa constante. O experimento seguiu o delineamento em blocos casualizados
com cinco repeticoes. Os dados obtidos foram analisados pelo programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), realizando a andlise de variancia e em
seguida, a comparacdo das médias pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Inoculacao e incubacao do solo com Trichoderma spp. e promocao de
crescimento da mamoneira

O procedimento para obtencao de inéculo de Trichoderma em arroz foi
conforme descrito acima. Foram testados 20 isolados de Trichoderma spp., sendo
10 do cacau (ES3, ES4, ES5, ES6, ES8, ES15, TC8, TC10, TC40 e 312) e 10 do
sisal (TCS1, TCS4, TCSe6, TCS8, TCS9, TCS12, TCS24, TCS27, TCS30 e
TCS32). Padronizou-se 12 dias como tempo médio para multiplicacdo dos
isolados no arroz, ap6s a observacao do crescimento e esporulagcao dos isolados.
Conforme trabalhos ja conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia

Agricola (UFRB — Campus Cruz das Almas) com actinomicetos, 15 g do arroz
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colonizado pelo Trichoderma foram transferidos para 12 L de solo, sendo este
incubado por 25 dias a temperatura ambiente. Apds incubacao, efetuou-se a
semeadura da mamoneira, com duas sementes por saco de polietileno (20 x 22
cm) contendo 2 L de solo de &rea de pastagem, nao esterilizado. Foi realizado o
desbaste aos sete dias ap6s a germinacao, deixando-se apenas uma planta por
saco. O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados com

quatro repeticdes por tratamento.

As plantas foram coletadas aos 45 dias ap0s a semeadura, sendo avaliado
a altura das plantas, numero de folhas, diametro do caule, matéria seca da parte
aérea e da raiz. Separou-se a parte aérea das raizes que foram lavadas em agua
corrente e colocadas para secagem em estufa com ventilagéo forgada a 65 °C até
obtencdo da massa constante. Os dados obtidos foram analisados pelo programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), realizando a andlise de variancia e em
seguida, a comparagcdo das médias pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Caracterizacao quimica do solo

Foi utilizado o mesmo solo de area de pastagem do experimento de pinhao
manso, cujas analises das caracteristicas quimicas sao apresentadas no capitulo
2.

Avaliacao nutricional da mamoneira, caracterizacao bioquimica dos isolados
de Trichoderma spp. e colonizagao radicular por Trichoderma spp. na

cultura da mamoneira

A metodologia adotada neste experimento para todas as avaliagbes
analisadas segue a mesma descrita no capitulo 2.
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RESULTADOS

Promocao de crescimento por Trichoderma spp. em mamoneira

Os isolados TC40 e 312 promoveram incremento de 15,4% e 12,4%,
respectivamente na altura das plantas quando comparados com a testemunha
(Figura 1A). Entretanto, os isolados TCS30, ES4, TCS8, TCS32, TCS12, TCS,
ES5, TCS9, TCS24, ES3 e TC10 causaram redugdo na altura das plantas (Figura
1A). Os isolados TCS12, TCS6, ES8, 312, TCS1, ES5, TC40 e ES6 promoveram
um aumento no didmetro do caule, comparados com 0s demais isolados e a
testemunha, sendo que o ES6 foi superior, promovendo um aumento de 11,82%
(Figura 1C).

Nao houve diferenca em relagdo ao numero de folhas, massa seca da
parte aérea e da raiz das mudas de mamoneira inoculadas com os diferentes

isolados de Trichoderma spp. (Figura 1B, 1D e 1C).

Promocao de crescimento por isolados de Trichoderma spp. obtidos da

rizosfera e da raiz da cultura de pinhao manso

Os isolados TSO3 e TR8 promoveram uma reducdo na altura das mudas
de mamoneira (Figura 2A). O isolado TR7 promoveu incremento na produg¢ao de
matéria seca da parte aérea das plantas (14,6%) quando comparado ao
tratamento testemunha (Figura 2D). Para as demais caracteristicas avaliadas
(numero de folhas, didmetro do caule e produgdo de matéria seca nas raizes), a
inoculagcdo com os isolados de Trichoderma spp. ndo afetou o crescimento das
mudas de mamoneira (Figura 2B, .2C e 2E)

Avaliagao nutricional da parte aérea de mudas de mamoneira

Todos os isolados promoveram incrementos de até 50,8% no contetdo de
N na parte aérea das plantas em relagdo a testemunha (Figura 3A). N&o foi
observado maior acumulo no contetdo de fésforo e potassio na parte aérea das
mudas tratadas com os isolados TSO3, TSO4, TR7 e TR8 (Figura 3B e 3C).
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Efeito de diferentes periodos de incubacao do solo com Trichoderma sp. no

crescimento das mudas de mamoneira

A inoculacdo e incubacdo do solo com o isolado 312 promoveu os
melhores resultados aos 20, 25 e 30 dias de incubacdo, com respectivamente,
49,6%, 47,1% e 50,4% de aumento na altura da planta, em comparagao com o
tratamento testemunha (Figura 4A). Os periodos de 15, 20 e 30 dias de incubacao
nao promoveram diferengcas em relagdo a testemunha em termos de numero de
folhas das mudas. Com relagdo a producdo de massa seca na parte aérea, a
inoculacdo e incubacdo do solo com Trichoderma por 30 dias promoveu
incrementos de 81,0% quando comparado com a testemunha (Figura 4D).

A incubacéao por 25 e 30 dias promoveu um aumento de 82,7% e 100,0%,

respectivamente, na massa seca da raiz em relagéo a testemunha (Figura 4E).

Inoculacao e incubacao do solo com Trichoderma spp. e promocao de
crescimento de mudas de mamoneira

Dos 20 isolados avaliados apenas dez favoreceram a altura das plantas,
que variou de 11,6% (TCS12) a 26,8% (ES3) comparados com a testemunha
(Figura 5A). Para o numero de folhas e didametro do caule nenhum dos isolados
promoveu diferengas entre si e em relagao a testemunha (Figura 5B e 5C). O
isolado ES3 promoveu incremento na producdo de matéria seca na parte aérea
(94,5%) enquanto que o isolado TC40 favoreceu aumento de 218,42% na
producdo de matéria seca das raizes quando comparados com a testemunha
(Figura 5D e 5E).
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Figura 1. Mudas de mamoneira oriundas de sementes microbiolizadas com

isolados de Trichoderma spp. do cacau e do solo rizosférico de plantas de sisal.
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Figura 3. Acumulo de macronutrientes na parte aérea das mudas de mamoneira
produzidas por sementes microbiolizadas com isolados de Trichoderma spp.
provenientes do solo rizosférico e da raiz da cultura de pinhdo manso. (A)
Nitrogénio, (B) Fésforo, (C) Potassio. Barras seguidas por letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 4. Altura (A), nimero de folhas (B), diametro do caule (C), matéria seca da
parte aérea (D) e raizes (E) das mudas de mamoneira produzidas em solo
inoculado e incubado por diferentes periodos com o isolado 312.
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Figura 5. Mudas de mamoneira produzidas em solo inoculado com isolados de

Trichoderma spp. e incubado durante 25 dias. (A) Altura da planta, (B) numero de

folhas, (C) didametro do caule, (D) matéria seca da parte aérea, (E) matéria seca

da raiz. Barras seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Scott

Knott a 5% de probabilidade.
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Colonizacao radicular por Trichoderma spp. em plantulas de mamoneira

Apenas o isolado TCS12 nado apresentou capacidade de colonizagcao
radicular das plantulas de mamoneira. Os isolados com menor capacidade de
colonizagao foram TCS32 (26,67%) e TCS9 (60%). A testemunha nao inoculada,

tratada apenas com &agua destilada e esterilizada, ndo apresentou colonizagao.

1001 = e e
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60 -
40 -

20 -

Colonizagao endofitica (%)

TCS9

ES 15
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o
TCS32 |
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ES5
TCSH
TC40
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TCS24
ES3
TCS30
TC10
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Figura 6. Colonizagdo radicular dos isolados de Trichoderma spp. em raizes de
plantulas de mamoneira apds 10 dias inoculadas e incubadas em placa de Petri
contendo meio de cultura BDA 1/5 suplementado com bactericida, a temperatura
de 28 °C.

A colonizagdo radicular apresentou correlacdo linear baixa e positiva
apenas para altura da planta, sendo que para as demais caracteristicas avaliadas
como numero de folhas, diametro do caule, massa seca da parte aérea e da raiz a
correlagdo nao foi significativa (Tabela 1).
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Tabela 1. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a porcentagem de
colonizagdo radicular por vinte e quatro isolados de Trichoderma spp. € 0s

parametros de crescimento de mudas de mamoneira.

Parametro Valor r
Altura da planta 0,299
Numero de folhas ns
Diametro do caule ns
Producao de mat. seca na parte aérea ns
Producao de mat. seca nas raizes ns

ns: ndo-significativo a 5%

DISCUSSAO

Até o presente momento ndo foram encontrados na literatura cientifica
consultada, trabalhos referentes a promocdo de crescimento da cultura da
mamoneira com Trichoderma spp., embora existam varios relatos sobre
promoc¢ao de crescimento por Trichoderma em culturas como feijao (Phaseolus
vulgaris), abdbora (Cucumis sativus), pimenta (Capsicum annum), cravo
(Dianthus carophyllus), milho (Zea mays), trigo (Tritichum aestivum) (LO & LIN,
2002) e sementes de maracuja (HINOJOSA et al., 2009).

Neste trabalho foi avaliado o potencial de diferentes isolados de
Trichoderma spp. em promover o crescimento de plantas de mamoneira e a
capacidade de colonizar suas raizes. Pode verificar que a maioria dos isolados
ndao foram benéficos ao crescimento da mamoneira, apesar de quase todos,
exceto TCS12, apresentarem capacidade de colonizar as raizes. Estudos
realizados com alguns destes isolados de Trichoderma spp., em plantas de
guandu (Cajanus cajan L.) demonstraram que estes promoveram o crescimento
do guandu (SANTOS et al., dados nao publicados). Os isolados de Trichoderma
apresentam certa especificidade quanto a interacdo com a planta e promocéo de

crescimento.
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Verificou-se que alguns isolados que promoveram aumento na altura das
plantas ndo apresentaram efeito positivo sobre outras caracteristicas avaliadas.
Estas respostas diferenciadas por isolados de Trichoderma foram evidenciadas
no trabalho desenvolvido por Ousley et al. (1993). Esses autores utilizaram
isolados produtores de viridiol, um antibiético que aparentemente teve efeito
negativo na germinacao de alface (Lactuca sativa L.) e outros isolados produtores
de acidos graxos e glicerol, que atuaram positivamente no crescimento de trigo
(Triticum aestivum). O estudo dos diferentes compostos produzidos por
Trichoderma nao foi o objetivo deste trabalho, entretanto é possivel que estes

apresentem papel importante na resposta das plantas ao crescimento.

No presente trabalho, foi avaliado o potencial de promog¢ao de crescimento
por meio da microbiolizacdo de sementes e da inoculagdo e incubagéo do solo
com isolados de Trichoderma spp. por diferentes periodos de tempo. Estudos
conduzidos por Harman em casa de vegetacao e campo com T. harzianum (T-22)
aplicado no solo demonstraram o aumento na taxa de desenvolvimento do
tomateiro. Este autor postula que esse efeito tenha ocorrido pelo controle da
microbiota deletéria nas raizes, uma vez que este fungo foi encontrado

colonizando os pélos radiculares (Harman et al., 2004).

Foi possivel observar que a incubacao do solo influenciou de forma positiva
na promog¢ao de crescimento da mamoneira. Contudo ha necessidade de se
estudar a esporulacdo do Trichoderma no arroz, quantificando e adequando sua
concentragcdo para a inoculagéo e incubacao do solo. Trabalhos futuros deverao
ser conduzidos utilizando essa metodologia para a cultura da mamoneira,
avaliando diferentes substratos e fontes de matéria organica. Em trabalho
realizado por Sousa et al. (2009), os autores observaram que o substrato
infestado e incubado com estreptomicetos promoveu aumentos significativos na
altura, producao de matéria seca da parte aérea e raizes, o diametro do caule e 0
acumulo de nutrientes na parte aérea das mudas de tomateiro. Entretanto, no
substrato infestado, mas ndo incubado ndo se observou efeito benéfico no
crescimento das mudas. Estes autores sugerem que estes microrganismos agem
na matéria organica do substrato, tornando os nutrientes disponiveis para a
planta. Embora o trabalho citado acima tenha sido realizado com outro grupo de

microrganismo, sabe-se que Trichoderma spp. também produz enzimas
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extracelulares, a exemplo da celulase, que participa no processo de degradacao
da matéria organica do solo (AUER et al., 2006)

Os microrganismos sao responsaveis pelos processos de mineralizacao da
matéria orgéanica, transformando os nutrientes em formas disponiveis para as
plantas. Os nutrientes armazenados na biomassa microbiana podem atingir
valores equivalentes a 100 Kg de nitrogénio, 80 Kg de fésforo, 70 Kg de potassio
e 11 Kg de calcio por ha (ANDREOLA & FERNANDES, 2007). O fluxo de N e P
via biomassa microbiana pode alcancar valores equivalentes a 40 e 10-20 Kg ha
ano™ respectivamente (HOLTZ & SA, 1995). Em condi¢des ideais, a microbiota do
solo permite que os nutrientes sejam, gradualmente, liberados para a nutricdo das
plantas, sem perdas por lixiviagdo. No presente trabalho foi realizada a
microbiolizacdo das sementes com quatro isolados de Trichoderma spp.
provenientes do solo rizosférico de pinhdo manso para avaliagdo do potencial
destes em promover o melhor crescimento e estado nutricional das mudas de
mamoneira. Yedidia et al. (2001) observaram que houve aumento na absorcao e
acumulo de varios nutrientes (cobre, fosforo, ferro, manganés e sodio) em raizes
de abodbora sob cultivo hidropdnico com T. harzianum, em condi¢gdes axénicas.
Entretanto, neste estudo foram testados apenas N, P e K e os isolados TR7,
TSO4 e TR8 proporcionaram aumento do conteudo de nitrogénio nas folhas de
mamoneira, embora ndo tenham favorecido o incremento de P e K. Sendo o
nitrogénio um nutriente que tem origem de fontes organicas ou por fixagdo
biol6gica ou quimica, estes resultados sugerem que é possivel que este nutriente
tenha sido disponibilizado a partir da decomposi¢cdo da matéria organica pelo
Trichoderma, resultando em efeito benéfico no crescimento e nutricdo das plantas

de mamoneira.

Conforme abordado no capitulo 2, o estresse nutricional promovido pelos
baixos teores de nutrientes e matéria organica do solo pode ter influenciado no
potencial dos isolados de Trichoderma em promover o crescimento da
mamoneira. Estes isolados podem ter competido por nutrientes com a planta e
inibido o crescimento vegetal. Assim, sugere-se que novos estudos sejam
conduzidos com condi¢oes diferentes de cultivo, em termos de fertilidade do solo
e fontes de matéria orgéanica.
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As espécies de Trichoderma tém sido estudadas por produzirem uma série
de enzimas extracelulares (MENEZES & SOUZA, 1995). Espécies como
Hypocrea jecorina/T. reesei sdo as mais estudadas pela capacidade de secretar
grandes quantidades de enzimas celuloliticas com importancia econdmica na
industria (LORITO et al.; 2010). Wen et al. (2005), verificou que T. reesei produziu
celulase em esterco de curral, pois este substrato apresentava componentes
como carbono em maior quantidade, nitrogénio, calcio, potassio, fésforo,
magnésio entre outros que sao nutrientes ideais para a desenvolvimento do

fungo.

A producao de celulase pelos isolados de Trichoderma pode nao ter sido
demonstrada satisfatoriamente no presente trabalho devido a metodologia
adotada, pois experimentos com substrato aguapé (Eichhornia crassipes) e meio
Toyoma Ogowa (TO) conduzidos por Deshpande et al. (2008), demonstraram

producdo maxima desta enzima por T. reesei.

Com base nos resultados, pode-se concluir que ndo houve nenhuma
correlagao entre a produgéo de celulase e solubilizagdo de fosfato e os efeitos de
Trichoderma sobre as mudas de mamoneira. Contudo, sdo necessarios mais
estudos e utilizacdo de outras metodologias, para quantificacdo da producao de
enzimas e de solubilizacdo de fosfato.

Apesar da correlagao da colonizagdo das raizes da mamoneira pelos vinte
e quatro isolados utilizados neste trabalho ter sido baixa para a altura da planta e
nao existir para os outros parametros de crescimento, quase todos os isolados
foram capazes de colonizar as raizes da mamoneira. Esses dados sugerem que
mediante condicbes adequadas de crescimento, pode ocorrer a promog¢ao de
crescimento nesta cultura, pois segundo Harman et al. (2004) e Bae et al. (2009)
a promoc¢ao de crescimento de plantas é frequentemente observada em resposta
a colonizagao por Trichoderma, embora os mecanismos envolvidos ndo estejam

totalmente explicados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Plantas oleaginosas representam hoje um excelente campo para o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a producdo de combustiveis que
substituam o petréleo, garantindo a producédo de energia renovavel, com menor
impacto para o meio ambiente. Destacam-se como plantas com grande potencial
para a producéo do biodiesel aquelas pertencentes a familia das Euphorbiaceae,
como pinhdo manso e mamoneira, que além de representarem uma fonte
alternativa de energia, séo culturas que podem contribuir para o desenvolvimento
econdmico e social das regides menos favorecidas, como o Nordeste brasileiro,
principalmente pelos aspectos edafoclimaticos, devido as caracteristicas que
essas plantas possuem de rusticidade e adaptabilidade a esses ambientes.

Para tanto, sdo necessarios estudos que abranjam diversas areas do
conhecimento como a botanica, agronomia, e também a microbiologia, para
garantir a geragao de informagdes que proporcionem o estabelecimento dessas
culturas no campo. Com este objetivo, foi desenvolvido o presente trabalho com o
propdsito de avaliar o potencial de diferentes isolados de Trichoderma para a
promogédo de crescimento e colonizagdo radicular do pinhdo manso e da

mamoneira.

Apenas alguns isolados utilizados neste estudo apresentaram capacidade
em promover o crescimento do pinhdo manso e da mamoneira, considerando
algumas caracteristicas analisadas, como altura da planta, didmetro do caule,
matéria seca da parte aérea e da raiz. Entretanto, a exce¢éo do isolado TR7, os
demais isolados testados para o pinhdo manso n&o apresentaram o mesmo
comportamento para a mamoneira. Percebe-se com isto que existem diferengas
nas associagdes que ocorrem entre microrganismos e espécies de plantas. Dessa
forma, s&o necessarios estudos que envolvam espécies de Trichoderma isolados
do ambiente rizosférico da planta, e avalia-los em diferentes condicées de cultivo
(com e sem estresses abitticos, solo com maior teor de matéria orgénica, solo
esterilizado e nao esterilizado). A especificidade do Trichoderma aparentemente
nao é o fator principal, pois mesmo isolados obtidos do pinhdo manso nao foram
benéficos ao crescimento desta plantas, com excecao do isolado TR7 que merece

estudos mais aprofundados.
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7

A microbiolizagdo das sementes € uma técnica comumente utilizada.
Porém, é interessante testar outras formas de inoculagédo do fungo na planta para
avaliar o efeito na promogéo de crescimento. A inoculagdo e incubagéo do solo
com o Trichoderma spp., por um periodo de 25 a 30 dias, demonstrou que o
tempo de incubagdo do solo com o fungo pode influenciar no crescimento e
nutricdo da planta.

O periodo de avaliagdo em que o experimento foi realizado (45 dias) pode
nao ter sido suficiente para que o fungo promovesse resultados satisfatérios, pois
tanto o pinh&o manso como a mamoneira s&o plantas perenes, o0 que permite que
avaliagbes tardias sejam realizadas (100 a 120 dias), considerando as
caracteristicas avaliadas neste trabalho (altura da planta, nidmero de folhas,
didmetro do caule, producdo de matéria seca da parte aérea e raizes), como

também a producao de frutos.

Os microrganismos saprofitas presentes no solo produzem constantemente
enzimas extracelulares que atuam na degradacdo da matéria organica do solo,
liberando nutrientes para as plantas, além de agirem como antagonistas de
fungos fitopatogénicos. As caracteristicas bioquimicas do Trichoderma spp. foram
avaliadas neste trabalho, porém poucos demonstraram ser produtores de celulase
e solubilizadores de fosfato. Nenhum dos isolados produziram quitinase, xilanase
ou acido indolacético.

Trichoderma spp. foi eficiente em colonizar in vitro as raizes do pinhao
manso e da mamoneira. Sugere-se que novos estudos sejam conduzidos sob
condicoes nao esterilizadas a fim de verificar a capacidade da colonizagao
radicular por Trichoderma spp. em solo natural.

Trabalhos futuros deverdo ser conduzidos com as culturas de pinhao
manso e mamoneira, envolvendo Trichoderma spp, visando aprimorar e
estabelecer o uso destes microrganismos, encontrados abundantemente na
natureza, e que por diversos relatos cientificos, favorecem o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Com isso, a geracdao de conhecimento e de
técnicas de facil aplicagdo, muitos agricultores familiares poderdo se beneficiar,
garantindo sua permanéncia no campo, refletindo na melhoria da qualidade de
vida.
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