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RESUMO
Caracterizacao fisiologica de isolados selvagens e transformados de Trichoderma spp.

Resumo - Uma variedade de cepas polivalentes de isolados de Trichoderma esta disponivel no
mercado para controle bioldgico de pragas e doencas de plantas, além de estarem no campo
nativo e antropizado representando a diversidade global. Tendo como objetivo analisar a
fisiologia do crescimento, morfometria de isolados de 7richoderma spp. Os experimentos
foram conduzidos em trés etapas: i) Fisiologia do crescimento: em uma populagdo de 25
isolados, em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes, foram avaliados o:
fator 1: efeito dos isolados (25), fator 2 - efeito dos tipos de estresse (trés - sorbitol, NaCl e sem
estresse), fator 3 - efeito da temperatura (10 °C, 20 °C e 27 °C). 1) Diariamente durante sete dias
o diametro da colonia (mm) foi medido. ii) Morfologia e Morfometria: a partir dos isolados
cultivados anteriormente caracterizou-se as colonias morfologicamente, realizou-se a
morfometria dos conidios e avaliou-se a produtividade de conidios em cada condigdo
morfocultural imposta. Testes de hipdteses paramétricas e ndo paramétricas e analises
multivariadas foram utilizadas para distinguir os tratamentos. A partir da fisiologia do
crescimento observou-se o efeito individual dos isolados, identificando o isolado SLV1 por
apresentar a maior média de crescimento em todos os dias avaliados; os estresse que mais
inibiram o crescimento dos isolados foram NaCl seguido do sorbitol, havendo variagdes de
insensibilidade aos estresses empregados, contudo refletindo em inaptidao reprodutiva. A partir
da morfologia e morfometria os isolados que apresentaram maior comprimento do esporo foram
SLV 5, SLV8 ¢ SLV 10 e o estresse reduziu estatisticamente o tamanho do conidio do maior
para o menor estatisticamente representado pelo meio batata-dextrose-agar, sorbitol e NaCl.
Conclui-se através desse trabalho para testes de campo que o isolado SLV1 ¢ um candidato
como agente de controle bioldgico de doengas de plantas.

Palavras-chave — antagonismo, fisiologia do crescimento, estresse, transformagao genética,
sensibilidade.



ABSTRACT
Physiological characterization of wild and transformed species of Trichoderma spp.

Abstract — A variety of multipurpose strains of Trichoderma isolates are commercially
available for biological control of plant pests and diseases, as well as being in the native and
anthropized field representing global diversity. The aim of this work is to analyze the growth
physiology, morphometry of isolates of Trichoderma spp. The experiments were conducted in
three stages: 1) Growth physiology: in a population of 25 isolates, in a completely randomized
design with three replications, the following factors were evaluated: factor 1: isolates effect
(25), factor 2 - types effect stress (three - sorbitol, NaCl and no stress), factor 3 - temperature
effect (10 °C, 20 °C and 27 °C). 1) daily for seven days the diameter of the colony (mm) was
measured; ii) morphology and morphometry: from the previously cultivated isolates the
morphological colonies were characterized, the conidia morphometry was performed and the
conidia productivity was evaluated in each imposed morphocultural condition. Parametric and
nonparametric hypothesis tests and multivariate analyzes were used to distinguish the
treatments. From the growth physiology we observed the individual effect of the isolates,
identifying the SLV1 isolate by presenting the highest growth average in all evaluated days;
The stresses that most inhibited the growth of isolates were NaCl followed by sorbitol, with
variations in insensitivity to the stresses used, however reflecting in reproductive disability.
From the morphology and morphometry the isolates that presented the largest spore length
were SLV 5, SLV8 and SLV 10 and the stress reduced the conidia size from the largest to the
smallest statistically represented by potato-dextrose-agar, sorbitol and NaCl. It is concluded
from this work for field tests that the SLV1 isolate is a candidate as a biological control agent
of plant diseases.

Key-words — antagonism, growth physiology, stress, genetic transformation, sensitivity.



SUMARIO
AGRADECIMENTOS.......oooiieieeieseeseeeis s sssses s sstes s s s sess s as s essss s vii
RESUMO ..ot ix
ABSTRACT ..ottt sttt s e X
LISTAGEM DE TABELAS .......ooieeieeeeeeeeeeeeeeee e s esss s xii
LISTAGEM DE FIGURAS ........ooiievectieseesseeeeesiessesseessss s ssessssssssss s ans s Xiii
LN ERI0] 510 07:Y0 T 14
REVISAO DE LITERATURA ....ooviieeeeeeeeeeeeeeee e sesss s essn s nss 17
MATERIAL E METODOS.........ooiiieieeioseeeeesseessesseesess s seassssess s s sssssssenssssssane 23
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oovieicieeeieeeeiie e ssssssassesssssss s ssss s snsanes 27
CONCLUSODES ..ottt 53

REFERENCIAS ....coooeeeeeeeeeeee oo ettt e et et e et e e et e e et e e et e e e et et e et et e e et e e er e e s et eeere e esaaesenans 54



Xii

LISTAGEM DE TABELAS

Tabela 1. Codigo dos isolados de Trichoderma spp. isolados e mutantes, e suas respectivas
(0] AT =14 ST U ST P PP PPV PRPROPPO 23

Tabela 2. Progresso temporal do diametro da col6nia (cm), area abaixo da curva de progresso
do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) de isolados de
Trichoderma spp. em diferentes dias de avaliagao™. ..........cccccveveiiieiieii e, 30

Tabela 3. Progresso temporal do didmetro da col6nia (D, cm), &rea abaixo da curva de
progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM, cm dia
1Y de isolados de Trichoderma spp. em diferentes tipos de estreSses™. .........ocovvvvevvvcrererenan. 33

Tabela 4. Progresso temporal do didametro da colénia (cm) de isolados de Trichoderma spp. em
diferentes tipos de temperaturas de iNCUDAGAD™. ..........ccevueiieriiiesie e e 36

Tabela 5. Médias do comprimento (C) dos conidios dos isolados de Trichoderma spp.*...... 38
Tabela 6. Médias do comprimento (C) dos conidios dos diferentes tipos de estresses*......... 39
Tabela 7. Médias do comprimento (C) dos conidios dos diferentes tipos de temperaturas*. . 39
Tabela 8. Andlise de variancia das interagdes entre os fatores analisados. ............cc.cceveveneen. 46

Tabela 9. Contrastes das medianas e médias das areas abaixo da curva de progresso da
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) da interacdo dos
isolados com a temperaturas de 10 °C* (CONtINUAGCEAD) ........c.ccvevvieieiieiie e 48

Tabela 10. Contrastes das medianas e médias das areas abaixo da curva de progresso da
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) da interacdo dos
isolados com a temperaturas de 20 OC™ ..o 49

Tabela 11. Contrastes das medianas e médias das areas abaixo da curva de progresso da
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) da interacdo dos
isolados com a temperaturas de 27 OC™ .. ....iiiiiieie e 50

Tabela 12. Médias da abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa
de crescimento micelial (TCM) da interacdo das temperaturas e estresses aplicados no
0 1=] €140 1(0 OSSPSR TPV PR PSRRI 52



Xiii

LISTAGEM DE FIGURAS

Figura 1. Curvas de progresso temporal do crescimento micelial de isolados de Trichoderma
spp. selecionados por apresentarem maiores, intermediarios e menores AACPCM. .............. 31

Figura 2. Curva de progresso temporal do didmetro da coldnia (cm) dos isolados de
Trichoderma spp. submetidos a diferentes ESIIESSES. .......ccveieiiriririeieiee e 34

Figura 3. Curva de progresso temporal dos isolados de Trichoderma spp. submetidos a
diferentes temperaturas de INCUDAGAD. ..........cceiiriiiiieieiei e 36

Figura 4. Componentes principais do crescimento micelial temporal (7 dias de avaliacdo), area
abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento
micelial (TCM). A. efeito dos isolados de Trichoderma spp., B. efeito dos tipos de estresses
(meios de cultivo), C. efeito das temperaturas de iNCUDACEOD. ..........cceecevvverviiieiieii e 41

Figura 5. Correlagdes candnicas do crescimento micelial temporal (cm, 7 dias de avaliacdo),
area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento
micelial (TCM). A. efeito dos isolados de Trichoderma spp., B. efeito dos tipos de estresses
(meios de cultivo), C. efeito das temperaturas de INCUDAGED. .........ccccverververiiniririeieeeieen 43

Figura 6. Agrupamento utilizando medida de similaridade de Malahanobis utilizando as
variaveis crescimento micelial temporal (cm, 7 dias de avaliagdo), area abaixo da curva de
progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM). A. efeito
dos isolados de Trichoderma spp., B. efeito dos tipos de estresses (meios de cultivo), C. efeito
das temperaturas de INCUDACAD. .........cueiuieiiiiece et re e 45



14

INTRODUCAO

Diversos microrganismos sao encontrados na rizosfera que podem proteger o sistema
radicular da infec¢ao por fitopatdogenos além de promover o crescimento vegetal, estando
incluido nesse grupo Trichoderma spp. Fungos pertencentes ao género Trichoderma sp. Pers.
(1794) tém importancia econdmica significativa para a agricultura, estes antagonistas, além de
apresentarem potenciais como biofungicidas, se colonizados nas raizes melhora a produtividade
das culturas, a resisténcia a estresses abidticos e bidticos a captacdo e uso de nutrientes
(ALMANCA, 2005; MOHAMED ¢ HAGGAG, 2006).

Existe grande versatilidade no uso desse biocontrole, além desses beneficios relatados
como agdo antibiose e competi¢ao, possuindo espectro de acdo de metabdlitos, em varios
fungos fito patogénicos (MARQUES et al., 2018), estudos como o de Roberti et al. (2006)
mostraram que 7richoderma podem ser usados também, como biorremediadores, pois
degradam alguns grupos de substancias quimicas de alta persisténcia no ambiente,
representando grande vantagem podendo ser utilizado em controle integrado.

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

Em meio aos antagonistas de fungos fitopatogénicos usados no biocontrole, cerca de

90 % tém sido executados com diferentes isolados pertencentes a este género Trichoderma
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(BENTTEZ et al., 2004; VINALE et al., 2008). Existem em literatura 432 tdxons validos de
Trichoderma spp., sendo destes apresentado 423 espécies, quatro formae speciales e sete
variedades descritas em literatura. Este hifomiceto, apresenta como posicionamento
taxondmico o reino Fungi, Divisdao ascomicota, Subdivisdo Pezizomycotina, Classe
Sordaryomicetes, subclasse Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae
(teleomorfo) (INDEX FUNGORUM, 2019).

Atualmente o tema sustentabilidade ¢ pauta obrigatéria em varios ambitos
econdmicos, seja para incentivar a reducao do uso de agrotdxicos nos sistemas de plantio, bem
como para atender a demanda crescente de alimentos mais saudaveis e produtos livres de
residuos quimicos, nesse sentido, existe uma tendéncia cada vez maior de estudar, incentivar e
discutir o uso do controle bioldgico como opcao sustentdvel vidvel no ambito econdmico e
organizacional (HARMAN, 2012). Segundo AGROSMART (2019) os defensivos biologicos
protagonizaram uma nova revolucdo agricola, Agro 4.0 ou agricultura digital, tendo adocao
tanto na agricultura organica quanto convencional promovendo o uso sustentavel.

O controle biologico constitui-se uma alternativa indispenséavel no controle de pragas
e doengas. Entre 2017 e 2018, a industria brasileira registrou um aumento de 77 % no comércio
de insumos bioldgicos. O volume de vendas passou de R$ 262,4 milhoes para R$ 464,5 milhoes,
segundo a Associacdo Brasileira das Empresas de Controle Bioldgico (ABCBio, 2019), sendo
um dos principais atuantes no controle biologico de fitopatdgenos o Trichoderma spp.

Curiosamente, um fungo amplamente utilizado como agente de controle bioldgico e
regulador de crescimento, Li Destri Nicosia et al. (2015) associaram porcentagens de
mortalidade de 30-80 % plantas de Pinus nigra devido a T. viridae, em mudas inoculadas, sendo

detectados dois isolados ndo virulentos como 7. viridarium e T. trixiae.
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Isolados de Trichoderma spp. sao muito utilizados para controle biologico de doengas
de plantas como para Phytophthora cactorum e Phytophthora spp. que causam podriddes de
arvores de pera (SANCHEZ et al., 2019), plantas de pepino visando controle de Fusarium
oxysporum t. sp. cucumerinum também foram validadas (SARAVANAKUMAR et al., 2016),
em ensaios de campo procurando caracterizar isolados nativos de Trichoderma spp. contra o
fitopatdgeno de solo Rhizoctonia solani (ANEES et al., 2010), além da utilizacdo em grandes
culturas em feijao e soja no controle de Sclerotinia sclerotiorium (CARVALHO et al., 2011;
Gorgen et al., 2009). No Brasil existem cepas disponibilizadas para uso comercial no controle
de fitopatogenos como T. asperellum, T. harzianum, T. koningiopsis, T. stromaticum,
quantificando o total de 22 produtos registrados aos quais 21 sdo fungicidas microbiologicos e
1 nematicida microbiologico (AGROFIT, 2019).

O presente trabalho teve como objetivo analisar a fisiologia do crescimento,

morfometria e antagonismo de isolados de Trichoderma spp.
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REVISAO DE LITERATURA

Agricultura organica e controle biolégico

Em 1920 o inglés Sir Albert Howard d4 inicio ao movimento organico, sendo
considerado o fundador da agricultura organica, baseado em mais de 40 anos de pesquisa na
ndia, onde procurou demostrar a relagdo da saGide e resisténcia humana as doengas
correlacionando com a estrutura organica do solo. Onde os principios basicos de produgdo ¢
ndo utiliza¢do de adubos artificiais e defensivos sintéticos, priorizando a matéria organica do
solo na melhoria da fertilidade natural do solo, além da utilizacdo da compostagem como aporte
para eliminagdo de pragas e doencas (PENTEADO, 2000).

Sistemas ndo convencionais de cultivo do solo, baseado em principios ecoldgicos,
designa o termo orginico. A agricultura organica ¢ um sistema de producdo onde visa, pela
saude, ética e cidadania do ser humano, contribuindo para a preservagao da vida e natureza,
utilizando os recursos naturais de forma racional, aplicando métodos de cultivos de povos
tradicionais e as recentes tecnologias ecoldgicas. Diversos movimentos ou processos baseados
nos principios agroecoldgicos se enquadram na agricultura organica a exemplo temos: as
agriculturas alternativa, bioldgica, organica, natural, biodindmica, yamaguishiana,
permacultura, agroflorestais e outras (EHLERS, 1994; PENTEADO, 2001).

O mercado nacional de organicos cresceu 20 % em 2016, com faturamento estimado
de R$ 3 bilhoes, segundo o Conselho Nacional da Produgdo Orgénica e Sustentavel (Organis)
(SNA, 2017). No DF o mercado de produtos orgénicos ¢ crescente, ¢ estimada uma produgao
de 8.200 ton por ano de hortalicas e frutas, o que representa um crescimento anual de 34 %
(GOMEZ, 2017). Ainda segundo GOMES (2017) ha 45 mil pessoas no DF que consomem
somente produtos organicos, movimentando neste nicho de mercado R$ 35 milhdes por ano

neste territorio.
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E o que se observa no campo quando se fala de producao orgéanica em larga escala,
que ao contrario da producao convencional que se resume em pacotes tecnologicos de insumos,
a agricultura organica baseia-se em tecnologias de processos, onde pesquisas e profissionais
capacitados sdo escassos, sendo um fator limitante para adesdo. Nao se trata de dizer que
agricultura organica ¢ inviavel para grandes produtores empresariais, mas sim que sistemas de
producdo com estas caracteristicas possuem maior restricoes aos desenhos de sistemas
diversificados, respeitando-se as inter-relacdes e proporcdes, pois todos os fatores sao
interdependentes (DAROLT, 2001).

O controle bioldgico ¢ uma ferramenta fundamental para fornecer o aporte necessario,
no processo de producdo orgénica, uma vez que, o controle emergencial curativo que se €
permitido no convencional, ndo se aplica na agricultura organica, baseando-se assim no controle
preventivo de protecao as plantas, na restauracdo da comunidade microbiana e na recuperagao
da estrutura do solo. Enfatiza-se o emprego de taticas e métodos, sejam culturais, biologicos e
de resisténcia genética, visando a prevencao e a reducao da intensidade das doencas (DAROLT,
2001; AMORIM, 2011).

No entanto, para serem utilizados dentro da agricultura organica os produtos
biologicos de controle, além de serem registrados no MAPA (2019), precisam ser analisados
pela Coordenacdo de Agroecologia e producdo organica (Coagre). Os insumos usados no
controle, ndo devem gerar residuos nos produtos finais, que possam se acumular nos
organismos vivos ou prejudicar a saide humana e animal, ou ambiental (MAPA, 2016).

Agricultura convencional e controle bioldgico

O Sistema Convencional ¢ o atual sistema de producdo agricola, fortemente
incentivada na década de 70, baseado pelo uso maci¢o de insumos o qual originou-se dos
pacotes tecnoldgicos daquele governo, sendo sindnimo de crescimento econdmico e foi

chamada de Revolugdo Verde. O processo de producdo da Agricultura Convencional, se baseia
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no emprego de insumos externos, como adubos quimicos, agrotoxicos, uso de mecanizagao,
monocultura, e outros, sendo conhecida como tecnologia de produtos, necessitando de aporte
externo (CONTERATO e FILLIPE, 2009).

Segundo BRUM (1983), RUCKERT (2003) e ALBUQUERQUE e SILVA (2008) a
modernizagado da agricultura brasileira teve inicio no Planalto Médio gaticho com o trigo, ainda
na década de 1940. A tecnologia da revolugdo verde ¢ inicialmente aplicada na regido sul do
Brasil, que era o lugar que reunia as condigdes climaticas, sociais € econdmicas ideais para a
implantacio bem-sucedida da revolugdo verde nas décadas de 1960 e 1970, e segue
concomitantemente a expansao para outras regides do pais (ALVES e TEDESCO, 2016).

Poucos sdo os trabalhos que abordam os problemas que circundam a agricultura
convencional, o que gera perdas econdmicas e ambientais. O pacote vendido onde se aborda o
monocultivo, adubo quimico, agrotdxicos, transgénicos, torna-se insustentavel dando sinais de
exaustdo, mediante a resisténcia de agroquimicos; surgimento de mais pragas; perda gradual da
capacidade nutritiva do solo, e, consequentemente, da produtividade, e polui¢do de mananciais
sdo alguns dos problemas para os quais a pesquisa e os agricultores buscam alternativas no
campo da agroecologia (GLIESSMAN, 2009; SOARES e PORTO, 2007).

A tendéncia € que os biologicos ganhem destaque, visto crescimento e adesdo desses
novos produtos, segundo a (ABCBio, 2019) o uso de biopesticidas agricolas como estratégia
para o controle bioldgico de pragas e doengas tem potencial para crescimento anual de 20 %.
No Brasil, o total de produtos de controle biologico registrados sdo 651 biodefensivos, dos quais
possuem ampla acdo de controle, fungicidas, nematicidas, inseticidas, acaricidas todos
microbiologicos.

Essa crescente adesdo, de controle bioldgico na agricultura convencional surge como

uma estratégia que entrega produtividade aliada a uma agricultura sustentavel, em consonancia
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com as novas demandas de mercado, onde consumidores estdo mais preocupados com
alimentos saudéveis. A adi¢do do controle biolégico na agricultura complementa o manejo
integrado de pragas e doengas, trazendo beneficios ao produtor, consumidor € meio ambiente,
reduzindo a aplicacdo de defensivos quimicos, o nimero de pragas resistentes, € menor
concentracao de residuos quimicos nos alimentos, maior especificidade contra pragas, além de
restabelecimento de organismos benéficos na lavoura (GLIESSMAM, 2001; ROMEIRO,
2007).

Trichoderma spp. como agente de controle biologico

Partindo do principio de se buscar uma agricultura sustentavel e reduzir o uso
indiscriminado de produtos fitossanitarios o controle bioldgico por um antagonismo ¢ uma
abordagem potencial, ndo quimica e ecoldgica para o gerenciamento de doengas de plantas.
Trichoderma € um agente bioldgico de controle ABC amplamente encontrado sendo usado em
todo o mundo para o gerenciamento adequado de varios fitopatdgenos foliares e do solo
(MACHADO et al., 2012).

Dentre os produtos de controle bioldgico disponiveis no mercado, espécies de
Trichoderma mais utilizados no Brasil sdo 7. asperellum, T. harzianum, T. koningiopsis e T.
stromaticum, quantificando o total de 22 produtos registrados aos quais 21 sdo fungicidas
microbioldgicos e 1 nematicida microbiologico (AGROFIT, 2019).

O género Trichoderma spp. abrange hifomicetos de vida livre, encontrados facilmente
em solos, colonizando madeira, raizes de plantas, e sdo associados a decomposi¢cdo sendo um
fungo saprobio, para cada espécie, existe habitualmente uma forma anamorfica (ou clonal) e
uma forma teleomorfica (ou sexuada) (HARMAN et al., 2004a; FIGUEIREDO et al., 2007).
Possuem caracteristica de crescimento rapido, observado em meio de cultura. Caracterizado por
conidiéforos hialinos bem definidos, muito ramificados, com ramos terminais, ndo verticiliados

e fidlides isoladas ou em grupos. O formato e tamanho de conidios podem variar, apresentando
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coloracdes verdes, amarelos ou verdes amarelados, tendenciados a se acumular em massas
globulares (ESPOSITO, 1998; SAMUELS, 1996). Apresenta conidioforos hialinos, muito
ramificados, ndo verticilados, fialides simples ou agrupadas, conidios hialinos, unicelulares,
ovoides, e surgem agrupados na regiao da célula conidiogénica (cabegas timidas), facilmente
reconhecidos e crescem rapidamente em meios de cultivo produzindo floculagao de conidios;
sao muito comuns em condi¢des de saprofitos em solo ou madeira, sao relatados como espécies
parasitas de outros fungos (BARNETT e HUNTER, 1998).

O biocontrole resulta da competicao por nutrientes e espago ou como resultado da
capacidade dos agentes de controle bioldgico (ACB) de produzir e / ou resistir a metabolitos
que impedem a germinacao de esporos (fungistase), matam as células (antibiose) ou modificam
a rizosfera, acidificando o solo, e dificultando o crescimento de fitopatdogenos. Outro
mecanismo de agdo em interacdo direta com o patdgeno, € o micoparasitismo, que envolve
contato fisico e sintese de enzimas hidroliticas degradadoras da parede celular do patdgeno
como sendo um fator determinante na eficiéncia desse processo. Além de influenciar na
promogio de crescimento e indugio de resisténcia (BENITEZ et al., 2004; INFANTE et al.,
2009).

Isolados selvagens e mutantes de Trichoderma spp.

Existe uma grande biodiversidade de espécies de Trichoderma em diferentes habitats
ecoldgicos, demonstrando uma alta adaptabilidade a varios nichos ecoldgicos. Podendo
apresentar caracteristicas sobrepostas dentro de um mesmo grupo ou sec¢do, o estudo de
isolados selvagens ¢ de grande importancia, visto que preparagdes comerciais para uso como
ACB, devem ser compostas de conidios produzidos em massa (esporos assexuais), com
suficiente viabilidade para crescimento vegetativo e atividade antagonica quando aplicado nas

atividades agricolas. Uma vez que, ainda existe um interesse consideravel em encontrar fungos
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micoparasitarios mais eficientes, especialmente em Trichoderma spp. que diferem
consideravelmente em relagdo a sua eficacia no biocontrole (MASSART e JIJAKLI, 2007).
Outra tecnologia importante, que possui potencial para melhoramento de isolados do
género Trichoderma sp., e a transformagdo genética para selecdo de genes com interesse
biotecnoldgico, a biologia molecular da interacdo entre os transformantes de 7richoderma e
patogenos tem sido estudada em detalhe. Para tanto, a crescente disponibilizagdo de genomas
de espécies de Trichoderma tem permitido a analise funcional de genes envolvidos no controle
bioldgico e elicitores de defesa em plantas em maior escala (ZEILINGER, 2004; SCHUSTER

e SCHMOLL, 2010).
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Vinte e cinco isolados purificados de Trichoderma sp. foram obtidos de diferentes

formas (Tab. 1).

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

origens.
Isolados  Tipo de substrato Origem
SLV1 Coletado em EM mata IF Urutai-GO
SLV2 T. harzianum selvagem Laboratorio de Enzimologia (UFG/ICB)
SLV3 Placa exposta ao ar livre Urutai-GO
SLV4 Feijdo Urutai-GO
SLV5 Feijdo Urutai-GO
SLV6 Algodao Urutai-GO
SLV7 Capim massambara Urutai-GO
SLV8 Corda de viola Urutai-GO
SLV9 Ipé- roxo (Handroanthus impetiginosus ) Urutai-GO
SLV10 Ipé- roxo (Handroanthus impetiginosus ) Urutai-GO
SLV20 Soja (Glycine max ) Urutai-GO
SLV21 Soja (Glycine max ) Urutai-GO
SLV22 Soja (Glycine max ) Urutai-GO
SLV23 Soja (Glycine max ) Urutai-GO
SLV24 Soja (Glycine max ) Urutai-GO
SLV15 Milho (Zea mays) Urutai-GO
SLV208 Ficus Urutai-GO
SLV210  Algodéozinho do cerrado Urutai-GO
SLV564 Milho (Zea mays) Urutai-GO
SLVD1 Raspagem de pele de cachorro Urutai-GO
SLVARG Sementes de soja Argentina
COMHARZ Produto comercial Ecotrich Urutai-GO
SYN8 Transformados Laboratorio de Enzimologia (UFG/ICB)
SYN9 Transformados Laboratorio de Enzimologia (UFG/ICB)
SYN10 Transformados Laboratorio de Enzimologia (UFG/ICB)
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Fisiologia do crescimento, esporulacio e morfometria

No experimento foram utilizados 25 isolados, analisados num delineamento
inteiramente casualizado fator 1: isolados (25), fator 2: estresses abioticos (trés tipos) em meio
de cultivo batata-dextrose-agar (trés tipos - sem estresse, adi¢do sorbitol e NaCl), fator 3:
temperaturas (trés tipos - 10 °C, 20 °C e 27 °C) sob duas repetigdes totalizando 450 unidades
experimentais.

O meio de cultivo batata-dextrose-agar (BDA) foi realizado de acordo com a
concentracdo indicado pela bula. Para provocar o estresse salino utilizou-se a concentracdo
[1%] de NaCl, sendo adicionado a 500 mL de meio de cultivo BDA a quantidade de 5 g de
NaCl. O outro estresse provocado aos isolados foi a adicdo de sorbitol, o qual adicionou-se
também a 500 mL de BDA 18,2 g de sorbitol. O controle negativo foi realizado utilizando
apenas meio de cultivo BDA.

Produziu-se matrizes axénicas dos isolados de Trichoderma spp. que serviram para
recorte de discos de micélio de 10 mm de diametro que foram transferidos para o centro das

placas de Petri, com a parte do micélio voltado para baixo.

Avaliou-se diariamente por um periodo de 7 dias, o diametro da coldnia, permitindo o
calculo da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de
crescimento micelial (TCM) nas diferentes temperaturas de crescimento e tipos de estresses. A
partir de sete medidas temporais do didmetro da colonia (mm) calculou-se a AACPCM,
integralizando a curva de progresso do crescimento micelial para cada tratamento/fator

(didmetro x sete dias de avalia¢do), por meio da formula:

n—-1
AACPCM = Z (Xi + Xi41) (tipr — t5)
2
i
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Onde, n é o numero de avaliagdes do diametro da colonia, Xi é o didmetro da coldnia,
e (ti+1-ti) € o nimero em dias entre as avaliagdes consecutivas (SHANER e FINNEY, 1977). O
valor da AACPCM sintetiza todas as avaliagdes do didmetro da colonia em um unico valor,

representado o progresso do crescimento micelial.

A taxa de crescimento micelial (TCM) foi calculada através da regressao linear sendo
os dias o valor de X e Y os valores de didmetro da colonia calculando o coeficiente angular
obtido no Excel®, (procedimento = inclinag¢io(y;x)) correspondente a taxa de crescimento dada

em % cm dia™.

Na avaliacao da morfometria dos isolados, foram realizadas laminas semipermanentes,
utilizando corante fixador a base lactofenol, onde foram coletados os conidios ao 7° dia de
crescimento da coldnia, onde foram levados para o microscopio de captura digital e os conidios
fotografados as medigdes do comprimento do conidio (um) e suas medigdes realizadas
utilizando o software ToupView©, avaliando 100 unidades para os fatores isolados, tipos de

estresses (meio) e tipos de temperaturas.

Foi realizado testes de hipotese para a normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
dos dados (Bartlett), para verificacdo e se atendem aos pressupostos dos testes paramétricos
(Cowan, 1998). Os trés fatores foram analisados através de testes de hipdtese [testes
paramétricos (teste F) a 5% de probabilidade; ndo paramétricos (LSD teste e Friedmann teste)
a 5% de probabilidade] e testes de comparacdo de médias quando os mesmos apresentavam
interacdao. Além disso, foi realizado interacao (contrastes) dois a dois (fatores), e trés fatores
bem como, testes de comparagdo de médias utilizando os mesmos procedimentos citados
anteriormente. O teste de médias de trés fatores por recomendacdo estatistica ndo foi
apresentado devido o volume de resultados e interpretagdo bioldgica inconclusiva para o

experimento.



26

Além dos testes inferenciais acima descritos, foi realizado analise multivariada
(RENCHER, 2004) de componentes principais (CP), correlagdes canonicas (CN) e
agrupamento utilizando medidas de similaridade de Malahanobis, afim de verificar
relacionamentos de forma individual ¢ das interacdes, entre tratamentos com as variaveis

dependentes utilizando o programa livre “R”(R Team 2008).(R Team, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito individual dos fatores

Considerando os isolados, os efeitos de estresses e temperaturas, as variaveis
dependentes, didmetro da coldnia, analisadas no primeiro ao sétimo dia ap6s a inoculacdo, da
area abaixo da curva de progresso e taxa de crescimento micelial, ndo apresentaram distribuig¢do
normal, sendo analisados utilizando testes ndo paramétricos, utilizando coeficiente de Friedman

aos quais estdo marcados em negrito (Tabela 2).

Apo6s o primeiro dia de inoculacao os isolados que apresentaram maior crescimento
micelial foram, SLV2 e SLVDI1, em adverso os isolados que menos cresceram diferenciando
estatisticamente dos demais foram, SLV20, SLV208, SLV 24, SLV8 (Tabela 2). No segundo
dia os isolados que melhor apresentaram crescimento foram SLV2, SLV564, SLVDI1, SYNO.
J& os isolados que apresentaram menor atividade fisiologica, e menor crescimento foram,

SLV20, SLV208, SLV22, SLV24, se diferenciando estatisticamente dos demais (Tabela 2).

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

SLV24, SLV3 diferenciando estatisticamente dos demais (Tabela 2).

Os isolados que apresentaram maior atividade fisiologica, nos diferentes tipos de
estresses e temperaturas no quinto dia, foram, SLV6 e SLVDI, diferindo estatisticamente dos

demais. J4 os isolados que na mesma condi¢@o apresentaram menor atividade fisiologica foram
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1solados SLV20, SLV3, SYN10, SYN 8, diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 2). Ao
sexto dia os isolados que apresentaram maior atividade fisiologica foram os isolados SLV564,
SLV6 e SLVDI. Ja os isolados que apresentaram menor atividade fisioldgica foram

COMHARZ, SLV20, SLV210, SLV3, SLVARG, SYN10, SYN8 e SYN 9 (Tabela 2).

Aos sete dias apds a inoculagdo os isolados que apresentaram maior atividade
fisiologica nos diferentes tipos de estresses e temperatura foram SLVD1, SLV6, SLV2 e SLV1,
diferindo estatisticamente dos demais, em adverso os isolados que apresentaram menor
atividade fisioldgica submetidos as mesmas condi¢des de estresses e temperaturas, foram o
isolado SLV10, SLV20, SLV21, SLV24, SLV3, SLV4, SLVS5, SLV7, SLV8, SLVARG,

SYN10 e SYNO, diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 2).

Analisando o progresso e avaliando as médias dos didmetros das colonias observou-se
que, houve um destaque nos sete dias de avaliagdo para o isolado SLVDI1 que apresentou a
acréscimo de taxa de crescimento micelial (TCM) maior que os demais, demostrando o maior
didmetro da coldnia apresentando assim maior atividade fisiologica nas condi¢des de estresses
e temperaturas aplicadas e o isolado que denotou a menor atividade fisioldgica nas condi¢des
submetidas de estresses e temperatura, foi o isolado SLV20 (Tabela 2). Isolados regionais sdo
eficazes para reduzir podriddes de Phytophthora sp. em pera causando inibi¢ao do crescimento

micelial e micoparasitismo do fitopatogeno (SANCHEZ et al., 2019).

Nas curvas de progresso, os isolados foram posicionados em maior, intermediario e
menor area abaixo da curva, foi observado que houve um grande avango do isolado SLVDI a
partir do primeiro dia de crescimento onde se manteve liderando entre os outros dias até o
ultimo dia de avaliagdo, considerando todas as combinagdes de estresses e temperaturas. O

isolado SLV20 apresentou menor atividade fisiologica desde do primeiro dia reduzindo ao
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longo dos dias devido aos estresses e temperaturas submetidos. Os demais isolados SLV7,
SLV4 e SLVS ao sexto dia apresentaram reducgdo da atividade fisioldgica, do seu crescimento

quando comparado aos demais, havendo uma reducao do seu progresso temporal (Figura 1).

A respeito do isolado SLVD1 que apresentou maior atividade fisiologica, corresponde
aquele germoplasma microbiano de Trichoderma spp. que possui maior adaptabilidade
podendo suportar em uma condi¢do ambiental maiores condi¢des de estresses promovidos por
variagOes climaticas e condigdes quimicas tanto na rizosfera quanto na filosfera da planta no

momento que ele for utilizado como uma estratégia de controle biologico.

Os isolados selvagens apresentaram crescimento mais rapido se comparados com 0s
isolados mutantes, muitos sdo os fatores que influenciam o crescimento e a sobrevivéncia de

fungos do género Trichoderma e assim a sua eficiéncia no biocontrole.
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Tabela 2. Progresso temporal do diametro da coldnia (cm), area abaixo da curva de progresso
do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) de isolados de
Trichoderma spp. em diferentes dias de avaliagao™.

D (cm) TcMm
Isolados AACPCM -
1 DAI 2 DAI 3 DAI 4 DAI 5 DAI 6 DAI 7 DAI (mmdia™)

COMHARZ 09hi 1,9 ¢h 29y 3,2 ef 3,3 j 43gh  50de 82hi  0,4500 jj
SLV1 0,8 ij 2,1 de 3,2 ab 3,6 bc 3,9 de 4,9 cd 54a 11,2bc  0,5200 de
SLV 10 0,7 Im 1,7 hi 2,4 k 3,0 hi 3,8 gh 4,6 ef 5,0 de 9,2 ef 0,5200 de
SLV 15 0,8 jk 20 fg 3,0 de 3,3 de 3,8 ef 4,9 bc 5,2 cd 99de 0,5700 bc
SLV 2 1,5ab 22 ab 3,1 bc 3,6 bc 3,8¢gh 4,6 ef 53ab 10,7 cd 0,4600 gh
SLV 20 0,6 no 1,4 Im 1,6 op 19m 21n 28h 36¢e 54 mn  0,2500 kl
SLV 208 0,30 12 m 24k 3,1¢gh 3,6 hi 4,6 ef 5,2 bc 1,8 mn  0,2100 1
SLV 21 0,9 gh 20 ef 2,9 gh 3,5 bc 4,0 bc 4,6 ef 5,0 de 11,3ab  0,4400 jk
SLV 210 0,8 Im 20 cd 29fgy 3,1 hi 3,3Im 4,4 gh 5,2 cd 1,1n 0,1900 |
SLV 22 0,9 ¢gh 1,4 Im 20p 2,4 Im 3,5 jk 4,6 ef 5,0 de 9,8 ef 0,4700 fy
SLV 23 0,7mn 15 Kl 2,3 mn 2,9 jk 3,8y 4,7 de 5,2 cd 8,4gh  0,5900 ab
SLV 24 0,4 no 1,3 Im 2,0 no 2,6 Im 3,4 ki 451y 5,0 de 6,9 jk 0,5400 cd
SLV 3 0,8 jk 16 ki 2,0 no 2,3 Im 2,7 mn 3,9 ¢gh 5,0 de 6,5 Im 0,4900 fy
SLV 4 09y 1,8 ¢h 2,71 3,2 ef 3,7 gh 4,6 ef 5,0 de 9,4 ef 0,4600 hi
SLV5 0,8 ki 1,7 i 2,5 jk 3,4 cd 3,9 ef 4,6 ef 5,0 de 9,6 ef 0,4700 fy
SLV 564 0,9 gh 22 ab 31lc 3,5 bc 4,0 bc 5,0 ab 5,2 cd 11,3bc  0,5400 cd
SLV 6 0,9 ef 19 o¢h 2,8 gh 3,6 bc 4,3 ab 5,0 ab 5,6 ab 11,6 ab 0,6000 a
SLV7 11lcd 21 ab 30c 3,7 ab 4,0 cd 4,7 de 5,0 de 11,4 ab 0,4100 kI
SLV 8 0,6 no 16 jk 2,3 1Im 3,0kl 3,7 hi 4,6 ef 5,0 de 8,3 hi 0,5200 ef
SLV9 0,7 Im 16 jk 2,4 Kkl 3,01 3,61 4,7 ef 5.3 ab 8,3 hi 0,5800 ab
SLVARG 0,9 hi 20 de 2,9 ef 3,01 3,3Im 4,3 gh 5,1 de 7,0 jk 0,5300 de
SLVD 1 23a 46 a 51a 54a 54a 54a 55a 224 a 0,3400 kI
SYN 10 1,2 be 21 bc 3,0cd 3,1fy 3,3 mn 4,3 gh 5,0 de 7,71 0,4600 gh
SYN 8 1,0 de 20 fy 2,8 hi 3,0 jk 3,1 mn 4,3 gh 5,2 bc 6,7 ki 0,5400 cd
SYN 9 1,2 bc 22 ab 3,1 bc 3,4 cd 3,4 ki 4,3 gh 5,0 de 8,8 fy 0,4000 ki
Shapiro-Wilk
(Normalidade) 0,9807™  0,9531™ 0,8952™  0,8437" 0,8772"™ 0,8354™ 0,7179™  0,6713™ 0,8580™
Bartlett
(Homogeneidade) 91,71™ 52,85™ 37,36" 8,55™ 4,45™ 417" 2,52™ 36,53" 64,658™
Valor Fig 3 72,25%*  100,44** 152,21**  54,42**  118,39** 19,10 ** 9,86%*  250,12"" 29,1566
Coeficiente de
Variagao (%) 92,87 97,09 104,44 105,26 93,01 72,25 72,48 112,14 107,53

Valor de Friedman  46,7015** 46,3355** 47,4689** 454826** 46,3371** 38,6237** 35,4265** 47.1450**  44,8649™

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste de hipdtese nao
paramétrico e teste de comparagdao de médias Tukey a 5 % de probabilidade.
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Figura 1. Curvas de progresso temporal do crescimento micelial de isolados de Trichoderma
spp. selecionados por apresentarem maiores, intermedidrios € menores AACPCM.

Analisando os meios de cultivo, com os diferentes efeitos de estresses e temperaturas,
as variaveis dependentes, didmetro da coldnia, analisadas no primeiro ao sétimo dia apds a
inoculagdo, da drea abaixo da curva de progresso e taxa de crescimento micelial, ndo
apresentaram distribui¢do normal, sendo analisados utilizando testes nao paramétricos,

utilizando coeficiente de Fridman aos quais estdo marcados em negrito (Tabela 3).

Apbs o primeiro dia de inoculagdo o meio que apresentou melhor crescimento micelial
foi o BDA (controle), se diferenciando estatisticamente dos demais, o segundo meio que
apresentou melhor crescimento micelial subtido a variagdes de temperaturas, foi o meio BDA
com sorbitol, € 0 meio que mais inibiu o crescimento micelial foi o meio BDA com NaCl se
diferenciando estatisticamente (Tabela 3). No segundo, terceiro e quarto dia de avaliagdo foram

observados os mesmos resultados se comparado ao primeiro dia (Tabela 3).
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No quinto dia de avali¢do ap6s a inoculagao o meio BDA (controle), BDA com sorbitol
e BDA com NaCl, ndo se diferenciaram estatisticamente apresentando mesmo padrao de
crescimento micelial (Tabela 3). Ao sexto dia de avaliagdo o meio que melhor apresentou
crescimento micelial foi o BDA com sorbitol, submetido a variagdes de temperaturas, o
segundo meio que apresentou melhor atividade fisioldgica foi o meio BDA com NaCl seguido

do meio BDA controle, se diferenciando estatisticamente entre si (Tabela 3).

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

fisiologica (Tabela 3).

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

2).
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Atualmente 33% dos solos agricultaveis ja sofrem degradacdo, segundo relatério da
FAO e ITPS (2015) uma das principais causas € a salinizacdo, tornando-se um problema
significativo em todo mundo, o mesmo relatorio expde a grave situacao de degradacgéo dos solos
agricultaveis do mundo, fazendo um alerta a comunidade mundial, altos niveis de sal
eventualmente tornam os solos inadequados para o crescimento das plantas, limitando a

producao.

As estirpes de Trichoderma séo capazes de aumentar a tolerdncia das plantas a
estresses bidticos e abidticos, como seca e salinidade trabalhos como o de (AHMAD et al.,
2015; MASTOURI et al., 2012; SHORESH et al., 2010) elucidam esse processo, mostrando
que a maior resisténcia das plantas com aplicacdo de Trichoderma havendo aumento do
crescimento radicular, da absorcdo nutricional e da protecdo contra danos oxidativos. O
polidlcool sorbitol é uma molécula mais simples com metade dos carbonos e sem os radicais
hidroxila, no trabalho de Goes (2017), meio contento sorbitol impactou positivamente a

fisiologia e esporulacéo de isolados de Colletotrichum spp.

Tabela 3. Progresso temporal do didmetro da colonia (D, cm), area abaixo da curva de
progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM, cm dia’
1 de isolados de Trichoderma spp. em diferentes tipos de estresses*.

D (cm)

TCM

Tipos de estresses AACPCM 4

1 DAI 2 DAI 3DAI 4DAI 5 DAI 6 DAI 7 DAI (mmdia™)
BDA (controle) 10a 21a 29a 3,3a 3,6a 45¢c 51a 19,45 a 0,6352 ¢
BDA com Sorbitol 10b 20b 28b 3,3b 3,7a 47 a 51a 19,45 a 0,6583 b
BDA com NACI 0,7¢ 17c 25¢c 31c 36a 46 b 51a 18,40 a 0,7161 a
Shapiro-Wilk
(Normalidade) 0,9109™ 0,9026™ 0,8362" 0,7845™ 0,8087"™ 0,7984™ 0,6991"™ 0,8109" 0,8115™
Bartlett
(Homogeneidade) 9,95" 843"  3,69™ 1,11 0,08"™ 0,12"  0,16™  1,5963** 1,8482"
Valor Fig 32 24,80%* 382,52 ** 5215%* 14275%* 153** 173** 014** 19322 24,1765
Coeficiente de
Variagio (%) 98,51 97,43 104,77 104,29 92,01 75,01 70,97 115,98 106,07

Valor de Friedman 4,0000%*  4,0000** 4,0000** 4,0000%* 3,0000™ 4,0000%* 1,0000"°  4,0000" 4,0000%*
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*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste de hipdtese nao
paramétrico e teste de comparagdo de médias Tukey a 5 % de probabilidade.

6,0
BDA (controle)  =—e=BDA com Sorbitol = =-e=BDA com NACL

N o > o
o o o o

Didmetro da colbnia (cm)

=
()

0,0
1 2 3 4 5 6 7
Dias ap0s a inoculacao

Figura 2. Curva de progresso temporal do didmetro da colonia (cm) dos isolados de
Trichoderma spp. submetidos a diferentes estresses.

Considerando as diferentes temperaturas, os isolados e efeitos de,as variaveis
dependentes, didmetro da colonia, analisadas no primeiro ao sétimo dia apds a inoculagdo, da
area abaixo da curva de progresso e taxa de crescimento micelial, apresentaram distribui¢ao
normal, sendo analisados utilizando testes ndo paramétricos, utilizando coeficiente de Friedman

aos quais estdo marcados em negrito (Tabela 4).

Ap6s o primeiro dia de inoculacdo os isolados que apresentaram maior crescimento
micelial foram, SLV2 e SLVDI, em adverso os isolados que menos cresceram diferenciando
estatisticamente dos demais foram, SLV20, SLV208, SLV 24, SLV8 (Tabela 4). No segundo

dia os isolados que melhor apresentaram crescimento foram SLV2, SLV564, SLVD1, SYNO.
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Ja os isolados que apresentaram menor atividade fisiologica, e menor crescimento foram,

SLV20, SLV208, SLV22, SLV24, se diferenciando estatisticamente dos demais (Tabela 4).

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

(Figura 3).

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

10 a 17°C os isolados ndo apresentaram um crescimento micelial satisfatorio.

No presente estudo, verificou-se também uma inibi¢do no crescimento micelial de
todos os isolados nas temperaturas de 10 °C. Segundo esses pesquisadores, a temperatura pode
ser considerada como um ponto critico no biocontrole de fitopatogenos, ja que eles observaram,
em ensaios in vitro, que em temperaturas ideais de crescimento do patdgeno houve um efeito

inverso onde o patdgeno cresceu sobre o antagonista.
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Tabela 4. Progresso temporal do didmetro da colonia (cm) de isolados de Trichoderma spp. em
diferentes tipos de temperaturas de incubacao*.

D (cm) TCM
Temperaturas AACPCM a1
1DAI  2DAI 3DAI 4DAlI 5DAI  6DAI 7DAI (mmdia™)
20°C 15a 40a 62a 75a 78a 79a 80a 384a 10270a
27°C 11p 17b 19b 20b 300D 560D 71b  185b 10,9639 b
10°C 0,0¢ 0,0c 0,0c 0,0c 0,0c 0,1c 01lc 04c 0,018¢c

Shapiro-Wilk (Normalidade) ~ 0,8741™ 0,8159™ 0,8093"™ 0,7073"™ 0,7406™ 0,8125"  0,7314™ 0,8189™ 0,9390™
Bartlett (Homogeneidade) 599,37™ 603,17" 617,53™ 567,21™ 427,34™ 381,52"  294,12™ 451,78" 313,94™

Valor Fig 32 6,45** 0,0007**  7,88** 344** 7,.83* 507** (00001** 1,0120™ 8,6555**
Coeficiente de Variagdo (%) 67,38 53,13 43,50 33,62 27,47 19,65 13,72 72,00 40,61
Valor de Friedman 4,0000** 4,0000** 4,0000** 4,0000** 4,0000** 4,0000** 4,0000** 4,0000** 4,0000**

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste de hipdtese nao
paramétrico e teste de comparagdo de médias Tukey a 5 % de probabilidade

©
o

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

L A~ 00 oo N @
©O ©o o o o o

Diametro da colbnia (cm)

|

g\

o
o
[ ]
[ ]

= = - —_—
1 2 3 4 5 6
Dias ap6s a inoculagcdo (DAI)

Figura 3. Curva de progresso temporal dos isolados de Trichoderma spp. submetidos a
diferentes temperaturas de incubacao.
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Efeito da morfometria (um) do fator isolado, tipos de estresses e tipos de temperaturas
de incubacio.

Considerando os efeitos dos isolados, estresses e temperaturas, a variavel dependente,
diametro do conidio (um), analisadas no sétimo dia ap6s a inoculagao, rejeitou-se hipotese de
nulidade havendo diferenca significativa ao teste Skott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 5,
6¢e7).

ApoOs a andlise das dimensdes dos conidios submetidos a estresses e temperaturas
diferentes, avaliados depois de sete dias de inoculacdo, os isolados que apresentaram maiores
dimensdes de conidios foram, SLV8, SLV10 e SLVS5, em adverso os isolados que apresentaram
menor medias de dimensdes de conidios foi os isolados SLVARG e SLV3 se diferenciando

estatisticamente entre si (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias do comprimento (C) dos conidios dos isolados de Trichoderma spp.*.

Isolados C do conidio (um)
SLV8 293 a
SLV10 2,9 a
SLVS5 2,9 a
SLV6 2,83 b
SLV1 2,8 b
SLV4 2,8 b
SLV9 2,71 ¢
SLV23 2,7 ¢
SLV24 2,7 ¢
SLV7 2,7 ¢
COMHARZ 2,63 d
SLV2 2,58 ¢
SLV21 2,56 ¢
SLV22 25 f
SLV15 2,47 f
SLVDI 2,46 f
SYNI10 2,39 g
SLV208 2,25 h
SLV564 2,12 1
SYN9 2,09 i
SYNS 1,74 j
SLV20 1,38 k
SLV210 1,11 1
SLVARG 0,66 m
SLV3 0 n
Skott-Knott (Paramétrico) 2376"
Valor Fi.32 1540,29**

*Médias seguidas de mesma letra na vertical diferem entre si ao teste de médias Skott-Knott a
5 % de probabilidade.

Apds a andlise das dimensdes dos conidios submetidos a estresses e temperaturas
diferentes, avaliados depois de sete dias de inoculagcdo, o0 meio que apresentou maiores
dimensdes de conidios foi 0o BDA (controle), o segundo meio que apresentou maior dimensdes
de conidios foi o meio BDA com sorbitol, € 0 meio que apresentou menor tamanho dos isolados

foi 0o BDA com NaCl diferenciando estatisticamente dos demais (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias do comprimento (C) dos conidios dos diferentes tipos de estresses*.

Meios C do conidio (um)
BDA (controle) 245 a
BDA com sorbitol 241 b
BDA com NaCl 2,14 ¢
Skott-Knott (Paramétrico) 198™
Valor Fig32 538,74%*

*Médias seguidas de mesma letra na vertical diferem entre si ao teste de médias Skott-Knott a
5 % de probabilidade.

Apos a andlise das dimensdes dos conidios submetidos a estresses e temperaturas
diferentes, avaliados depois de sete dias de inoculagdo, a temperatura que apresentou maiores
dimensoes de conidios foi a de 27°C, se diferenciando estatisticamente, da temperatura de 20°C
que apresentou menores dimensdes de conidios (Tabela 7). J& na temperatura de 10°C nao
houve crescimento de conidios impossibilitando assim, a mensuracdo das dimensdes de

conidios submetidos nessa temperatura.

Tabela 7. Médias do comprimento (C) dos conidios dos diferentes tipos de temperaturas*.

Temperaturas C do conidio (um)
27 2,39 a
20 2,15 b
Skott-Knott (Paramétrico) 99
Valor F16‘32 1060,53**

*M¢édias seguidas de mesma letra na vertical diferem entre si ao teste de médias Skott-Knott a
5 % de probabilidade.

As varidveis que mais explicaram as diferencas entre os isolados foram AACPCM,
diametros das colonias aos 1, 2, 4, 5, 7 e 6 dias apos a inoculagdo. O isolado 22 apresentou
maior atividade fisioldgica nas condigdes empregadas de estresse e temperatura no
experimento, ao contrario dos isolados 13, 6, 12 e 10, que mais sofreram com os estresses
(Figura 4A). Quando um isolado apresenta adaptacdo as condi¢Oes de estresses submetidas,

1sso tem um significado in vitro com desdobramento para o campo, pois as variagdes quimicas
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e ambientais do campo, sobre o isolado terdo baixa relevancia nas interacdes de controle

biologico e/ou antagonismo promovido pelos isolados de Trichoderma spp. avaliados.

Ao analisarmos o ensaio e os trés fatores simultaneamente, o meio batata-dextrose-
agar contendo sorbitol favoreceu o crescimento dos isolados de Trichoderma spp, ao contrario,
do estresse promovido por NaCl que inibiu o crescimento de todos os isolados (Figura 4B).
Através da mesma estratégia de andlise de componentes principais Sanchez et al. (2019) os
microrganismos produzem respostas as condi¢cdes do ambiente representado pela temperatura
e pH, nos substratos, e pela diversidade apresentar individuos de uma populagdo sensivel ou

insensivel, cumprindo assim sua fun¢@o antagonistica.

As temperaturas que nas faixas de 25-35 °C favorecem o metabolismo de muitos
organismos incluindo macro e microrganismos independente da relacdo com o hospedeiro
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Nesse experimento, todos os isolados de Trichoderma spp.
submetidos a diferentes condi¢des de estresses apresentaram maior atividade fisioldgica nas
temperatura de 20 e 27 °C, sendo que a temperatura baixa inibe o crescimento e
desenvolvimento micelial de todos os isolados (Figura 4C). Algumas condi¢des antropogénicas
da agricultura podem influenciar a indug@o de estresse oxidativo e resposta antioxidante sobre
Trichoderma spp. potencializado por variagdes de temperaturas, que pode ser utilizado como
degradador de cloroacetanilidas (herbicida), e essa exposi¢ao ao alacloro e ao metolacloro,
provocou alteragao na integridade da membrana de 7richoderma spp. (Nykiel-Szymanska et

al., 2019).
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crescimento micelial temporal (7 dias de avaliacéo), area

abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento
micelial (TCM). A. efeito dos isolados de Trichoderma spp., B. efeito dos tipos de estresses
(meios de cultivo), C. efeito das temperaturas de incubacao.
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Através da andlise de correlacdes candnicas as variaveis que mais explicaram as
diferencas entre os isolados foram taxa de crescimento micelial (TCM), &rea abaixo da curva
de progresso do crescimento micelial (AACPCM), o diametro da colbnia aos 3°., 4°. e 5° dias
de incubacdo, permitindo o agrupamento dos isolados préximo ao eixo (comportamentos
fisioldgicos similares) havendo divergéncia para os isolados SLV22 e SLVD1, sendo o tltimo
isolado aquele que apresentou maior atividade fisioldgica nas variaces de temperatura e tipos
de estresses submetidos no meio de cultivo (Fig. 5A).

As variaveis que mais influenciaram o comportamento do tipo de estresse foram taxa
de crescimento micelial (TCM), area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACPCM), o didmetro da coldnia aos 3° e 6° dias de incubacao, apresentando comportamento
similares o meio sem agente causador de estresse e 0 meio contendo sorbitol, divergindo do
meio contendo NaCl, que apresentou maior TCL (Figura 5B). A tolerancia salina ja foi
detectada para Trichoderma asperellum, com caracteristicas de promocao de crescimento de
plantas, aumentando o teor de clorofila e reduziu o estresse oxidativo da planta hospedeira
(capim Sudao) (ANAM et al., 2019).

Todas as variaveis estudadas influenciaram na diferenciacdo dos tipos de temperaturas,
sendo a temperatura de 20 oC a temperatura que mais influenciou na atividade de crescimento
micelial dos isolados de Trichoderma, seguido da temperatura de 27 oC, e por fim a temperatura

de 10 oC que atuou de maneira a dificultar o metabolismo de crescimento (Figura 5C).
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Figura 5. CorrelagGes candnicas do crescimento micelial temporal (cm, 7 dias de avaliacao),
area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento
micelial (TCM). A. efeito dos isolados de Trichoderma spp., B. efeito dos tipos de estresses
(meios de cultivo), C. efeito das temperaturas de incubacéo.
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A fenotipagem de caracterizacdo dos isolados utilizando marcadores fisiologicos
permitiu a separacdo pelo método de agrupamento em trés grandes grupos representados pelo
primeiro formado pelo isolado SLVDL1 (isolado oriundo de derme de cdo). Segundo grupo
formado por 14 isolados representados por SLV 6, SLV 23, SLV 9, SLV 208, SLV 4, SLV 10,
SLV 15,SLV 2,SLV 22,SLV 1, SLV 564, SLV 7, SLV 21 e SLV 5, todos isolados selvagem.
No terceiro grupo composto de 10 isolados incluindo isolados transformados, isolado
comercial, oriundo da Argentina e alguns selvagens representados por SYN 9, COMHARZ,
SLVARG, SYN 10, SLV24, SLV24, SLV 28, SLV 20, SLV 3 e SYN 8 (Figura 6A).

O comportamento do crescimento dos isolados foi similar nos estresses contendo NaCl
e sorbitol, diferenciando como esperado do crescimento em meio de cultivo batata-dextrose-
agar sem adicdo de estresse salino ou carboidrato (Figura 6B).

As temperaturas que menos influenciara o crescimento dos isolados de Trichoderma
foram 10 e 27 °C, pela analise de agrupamento, assim como foi observado na Figura 5C, sendo
a temperatura que melhor favoreceu o crescimento micelial foi a temperatura de 20 °C (Figura

6C).
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variaveis crescimento micelial temporal (cm, 7 dias de avaliagdo), &rea abaixo da curva de
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Efeito da interacio entre dois fatores: isolados e estresse

Na analise dois a dois entre os fatores foi observada diferencas significativas entre
ambos, tal como, houve diferenca significativa entre os contrastes dos trés fatores analisados

no experimento (Tabela 8).

Tabela 8. Anélise de variancia das interacOes entre os fatores analisados.

Ord. Interacdo entre fatores Valor F
1  Efeito do Isolados * efeito da temperatura Fag225 = 116,6915 **
2  Efeito dos isolados * efeito do estresse Fag 205 = 15,7662 **
3  Efeito da temperatura * efeito do estresse Fos.205 = 11,6940**
4 Efeito dos Isolados * efeito da temperatura * efeito do
estresse Fa205 = 157,4119**
Coeficiente de variacdo (%) 7,41

Ao analisar as médias da 4rea abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACPCM) pelo teste F a interacdo dos isolados com o meio ndo apresentou diferenca
significativa, ou seja, ndo rejeitou a hipotese de nulidade (Fag 449 = 0,0424").

Ao analisar as médias da taxa de crescimento micelial (TCM) pelo teste F a interagdo
dos isolados com o meio ndo apresentou diferenca significativa, ou seja, ndo rejeitou a hipotese

de nulidade (Fag 440 = 0,0575™).
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Efeito da interac¢ao entre dois fatores: isolados e temperatura

Na interagdo dos isolados com a temperatura de 10 °C ndo houve diferenca
significativa, entre a area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e
a taxa de crescimento micelial (TCM) a partir da andlise ndo paramétrica (Tabela 9).

Ao analisar a interagao dos tipos de isolados com a temperatura de 20 °C, foi observado
que os isolados que mais cresceram, foram a combinagdo SLVDI1, SLVARG e SLV210, jao
isolado que menos proporcionou o crescimento diante da area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial (AACPCM) foi o SLV9 e analisando a taxa de crescimento micelial
(TCM), os isolados que tiveram maiores taxas temporal de crescimento foram SLV 208 e
SLV22 e o isolado que apresentou menor crescimento temporal durante os sete dias de
avaliagdo foi o isolado SLVDI1 (Tabela 10).

Na interagdo dos isolados com a temperatura de 27 °C, foi observado que SLVD 1
mais apresentou crescimento micelial, j4 os isolados que proporcionou menor crescimento
diante da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) foram o SLV
20 e SLV 3 e analisando a taxa de crescimento micelial (TCM), os isolados que tiveram maior
taxa temporal de crescimento foi SLV23 e SLV6 e o isolado que apresentou menor crescimento
temporal durante os sete dias de avaliacdo foram os isolados SLVD 1 e SLV 20 (Tabela 11).

Considerando que a melhor temperatura de crescimento micelial para os isolados de
Trichoderma sp. foi de 20 °C (Figura 5C), a andlise de contraste dois a dois permite a
identificacdo de efeitos diferenciais de isolados que nas temperaturas de 10 e 27 °C possam
expressar potencial de atividade antagonismo, parasitismo, competi¢do, indu¢do de resisténcia

(MEDEIROS et al., 2018)e promog¢ao de crescimento (Tabelas 9, 10 e 11).
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Tabela 9. Contrastes das medianas e medias das areas abaixo da curva de progresso da
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) da interacdo dos
isolados com a temperaturas de 10 °C* (Continuacéo)

Isolados Temperatura AACPCM TCM (cm dia?)

COMHARZ 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV1 10°C 0,0(0,2) a  0,0000 (0,0018) a
SLV10 10°C 0,1(0,3) a  0,0100 (0,0089) a
SLV15 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV2 10°C 0,6 (2,00 a  0,0390 (0,0363) a
SLV20 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV208 10°C 09(2,2) a 0,1620 (0,1649 a
SLV21 10°C 0,2(0,1) a  0,0140(0,0149) a
SLV210 10°C 0,3(0,1) a  0,0530 (0,0583) a
SLV22 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV23 10°C 0,0(0,0) a  0,0000 (0,0048) a
SLV24 10°C 0,0 (0,0) a  0,0000 (0,0000) a
SLV3 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV4 10°C 0,0(0,0) a  0,0000 (0,0000) a
SLV5 10°C 0,0 (0,0) a  0,0000 (0,0000) a
SLV564 10°C 0,0(0,1) a  0,0000 (0,0060) a
SLV6 10°C 0,0(0,0) a  0,0000 (0,0000) a
SLV7 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV8 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLV9 10°C 0,0(0,0) a  0,0000 (0,0000) a
SLVARG 10°C 0,0 (0,00 a  0,0000 (0,0000) a
SLVD1 10°C 0,4(1,00 a  0,0710 (0,0595) a
SYN10 10°C 0,3(0,0) a  0,0500 (0,0351) a
SYN8 10°C 0,0(1,00 a  0,0250 (0,0238) a
SYN9 10°C 0,4 (1,00 a  0,0250 (0,0488) a
Fag.449 15,2222" 7,1000"

Cv 13,14 16,87

*Medianas seguidas de mesma letra na vertical diferem entre si ao teste ndo paramétrico LSD
a5 % de probabilidade.
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Tabela 10. Contrastes das medianas e médias das areas abaixo da curva de progresso da
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) da interacdo dos
isolados com a temperaturas de 20 °C*.

Isolados Temperatura AACPCM TCM (cm dia?)
COMHARZ 20°C 40,3 (40,3) ef  1,0260 (1,0298) gh
SLV1 20°C 39,3 (40,0) ef 1,0350 (1,0857) ef
SLV10 20°C 39,3 (37,00 gh 11,0580 (1,1041) de
SLV15 20°C 40,3 (40,4) de 11,0120 (1,0142) gh
SLV2 20°C 41,3 (40,8) de 0,9140 (0,9053) ij
SLV20 20°C 22,0 (25,2) gh 0,8640 (0,8208) j
SLV208 20°C 37,0(36,1) h  1,2830(1,2857) a
SLV21 20°C 38,0(37,6) gh 1,1260 (1,1446) cd
SLV210 20°C 43,5 (42,2) ab 0,7980 (0,8780) ij
SLV22 20°C 29,2 (29,2) j 1,2960 (1,2982) a
SLV23 20°C 38,6 (37,9) gh 1,1000 (1,1160) de
SLV24 20°C 34,4 (35,7) hi  1,2960 (1,2404) ab
SLV3 20°C 33,6 (33,1) i 0,9620 (0,9684) hi
SLV4 20°C 38,3(38,2) gh 11,1250 (1,1101) de
SLV5 20°C 38,7 (37,6) gh 1,1300 (1,1565) cd
SLV564 20°C 40,4 (40,2) ef  1,0280 (1,0130) gh
SLV6 20°C 39,0 (31,0) fg 1,078 (1,0220) fg
SLV7 20°C 39,5(39,2) fg 1,0910 (1,0702) gh
SLV8 20°C 38,5(37,2) gh 11,1420 (1,1791) cd
SLV9 20°C 38,9(38,2) k 11,0870 (1,1119) de
SLVARG 20°C 43,0 (42,4) ab 0,8260 (0,8506) ij
SLVD1 20°C 45,2 (45,1) a  0,5800 (0,5880) k
SYN10 20°C 425(42,2) b  0,8230(0,8351) j
SYN8 20°C 41,8 (41,9) bc 0,8120 (0,8500) ij
SYN9 20°C 40,8 (41,2) cd 0,9780 (0,9476) ij
Fas 449 15,2222** 7,1000**
CVv 13,14 16,87

* Medianas seguidas de mesma letra na vertical diferem entre si ao teste ndo paramétrico LSD
a 5 % de probabilidade.
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Tabela 11. Contrastes das medianas e médias das areas abaixo da curva de progresso da
crescimento micelial (AACPCM) e taxa de crescimento micelial (TCM) da interacdo dos
isolados com a temperaturas de 27 °C*.

Isolados Temperatura AACPCM TCM (cm dia?)
COMHARZ 27°C 15,7 (16,5) ij  0,9607 (0,8988) ij
SLV1 27°C 21,8 (22,2) cd 1,0017 (1,0482) gh
SLV10 27°C 19,0 (18,1) gh 1,0375(1,0291) gh
SLV15 27°C 18,7 (19,9) ef 11,1160 (1,1392) cd
SLV2 27°C 19,3 (19,3) gh 10,9250 (0,8738) ij
SLV20 27°C 116(108) I 05125 (0,4982) m
SLV208 27°C 15,1 (15,2) jk 0,9696 (0,9798) hi
SLV21 27 °C 20,2 (21,9) de 0,9321(0,8714) jk
SLV210 27°C 13,1 (13,8) jk 1,0607 (0,0619) fg
SLV22 27°C 20,0 (19,6) fg  1,0285 (0,9363) ij
SLV23 27 °C 16,5 (16,7) hi  1,2089 (1,1851) ab
SLV24 27°C 13,4 (13,8) jk 1,1339 (1,0773) de
SLV3 27°C 13,2 (13,1) kI 0,9464 (0,9726) hi
SLV4 27 °C 18,7 (18,9) gh 0,9178 (0,9250) ij
SLV5 27°C 20,8 (19,30) gh 0,9553 (0,9482) hi
SLV564 27°C 23,0 (22,6) bc 11,1750 (1,0738) ef
SLV6 27 °C 23,3(22,3) b 1,1964 (1,2053) a
SLV7 27°C 22,7(22,8) b  0,8517 (0,8167) jk
SLV8 27°C 16,8 (16,5) ij  0,9589 (1,0392) gh
SLV9 27°C 17,2 (16,7) hi  1,2142 (1,1625) bc
SLVARG 27°C 13,2 (14,1) jk 1,0464 (1,0601) fg
SLVD1 27°C 44,0 (44,3) a  0,5821 (0,6226) Im
SYN10 27 °C 16,4 (15,0) jk 0,9178 (0,8840) ij
SYNS8 27°C 13,6 (12,4) kI 1,0678 (1,0452) gh
SYN9 27°C 17,3 (16,8) hi  0,7553 (0,7440) kI
Fag.449 15,2222** 7,1000**
CcVv 13,14 16,87

* Medianas seguidas de mesma letra na vertical diferem entre si ao teste ndo paramétrico LSD

a 5 % de probabilidade.
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Efeito da interacdo entre dois fatores: temperaturas e estresses

Ao analisar as médias da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACPCM) pelo teste F a interagdo das temperaturas com os estresses foi observado diferenga
significativa entre as médias, ou seja, rejeitou-se a hipdtese de nulidade (Fa.449 = 5,5600*%*),

Ao analisar as médias da taxa de crescimento micelial (TCM) pelo teste F a interagao
das temperaturas com os estresses foi observado diferenga significativa entre as médias, ou
seja, rejeitou-se a hipotese de nulidade (Fs 449 = 4,0900%*)(Tabela 12).

A interacdo na temperatura de 10 °C com os diferentes estresses empregados, nao
houve diferenga significativa entre a AACPCM e TCM.

A interacdo na temperatura de 20 °C com os diferentes estresses empregados, foi
observado maior média de AACPCM na interacdo BDA controle (sem estresse), diferenciando
estatisticamente da interagdo BDA contendo sorbitol que mais inibiu o crescimento dos isolados
de Trichoderma (Tabela 14). Ao contrario dos resultados apresentados de AACPCM, foi
observado maior média de TCM na interagio BDA contendo NaCl, diferenciando
estatisticamente dos demais que apresentaram TCL temporal dos isolados de Trichoderma
(Tabela 12).

Ao analisar a interagdo na temperatura de 27 °C com os diferentes estresses
empregados, ndo houve diferenga significativa entre a AACPCM. Ao contrario dos resultados
apresentados de AACPCM, foi observado maior média de TCM na interagdo BDA contendo
NaCl, diferenciando estatisticamente dos demais tratamentos que apresentaram estatisticamente

as menores TCL temporais dos isolados de Trichoderma (Tabela 12).
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Tabela 12. Médias da abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e taxa
de crescimento micelial (TCM) da interacdo das temperaturas e estresses aplicados no
experimento*.

Tipos de estresses Temperaturas AACPCM TCM (mm diat)

BDA (controle) 10°C 0,1 a 0,0261 a
BDA com Sorbitol 10°C 0,1 a 0,0072 a
BDA com NACL 10°C 0,5 a 0,0222 a
BDA (controle) 20°C 40,6 a 0,9537 b
BDA com Sorbitol 20°C 36,2 ¢ 1,0181 b
BDA com NACL 20°C 384 b 1,1092 a
BDA (controle) 27 °C 17,2 a 0,9256 b
BDA com Sorbitol 27 °C 18,9 a 0,9345 b
BDA com NaCl 27°C 195 a 1,0318 a
CVv 25,26 24,65

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Skott Knott a 5% de

probabilidade.
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CONCLUSOES

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

isolados que melhor apresentaram atividade fisioldgica.
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