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RESUMO GERAL
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A producio e cultivo de mudas florestais nativas possuem dificuldades que podem ser
atendidas através do conhecimento dos fatores ambientais e dos microrganismos que afetam a
germinagdo das sementes, assim como, da interacdo entre espécies florestais e Trichoderma,
que € um género de fungos utilizado no controle biolégico de fitopatégenos e na promogao do
crescimento vegetal. Este trabalho objetivou estudar a germinacdo das sementes de Gochnatia
polymorpha (Less.) Cabrera, identificar os fungos associados aos didsporos e avaliar o efeito
de Trichoderma spp. na promoc¢do da germinagdo e do crescimento vegetal. No estudo da
germinagdo das sementes, os didsporos foram submetidos as temperaturas de 15°, 20°, 25° e
30°C com fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo. Em outro experimento foi avaliado o
efeito do hipoclorito de sédio (NaClO) na germinacdo das sementes e na contaminagao dos
didsporos com e sem papus, nas concentragoes 0, 1, 2, 3 e 4%. A identificacdo dos fungos
presentes nos didsporos foi realizada pelos métodos do papel de filtro e do plaqueamento em
meio de cultura BDA. No estudo da interagdo entre G. polymorpha e Trichoderma spp. foram
avaliados os isolados TSM1 e TSM2 de Trichoderma viride, 2B2 e 2B22 de Trichoderma
harzianum e dois produtos comerciais, Agrotrich® e Trichodermil®, na contamina¢do dos
didsporos e na germinagdo das sementes, através da técnica in vitro do papel celofane. O
antagonismo de tais isolados a quatro fungos dos géneros Bipolaris, Alternaria,
Cladosporium e Phoma, previamente isolados dos didsporos, foi avaliado pela técnica de
confrontagdo direta. Os experimentos de interacdo ex vitfro foram realizados em casa de
vegetacdo com substrato autoclavado e ndo autoclavado. Conclui-se que as sementes
germinam tanto na presenga quanto na auséncia de luz, sendo que as temperaturas de 15° e
20°C sao as mais adequadas. As concentragdes de NaClO testadas ndo interferem na
germinacdo das sementes, mas em didsporos com papus as menores médias de contaminacao
sd0 nas concentragdes 0% e 4%; ja em didsporos sem papus, as menores médias sdo nas
concentracdes 3, 4 e 0%. Os géneros fungicos identificados nos didsporos sdo Bipolaris,
Alternaria, Cladosporium, Phoma, Aspergillus e Epicoccum. Com a técnica in vitro do papel
celofane, todos os isolados de Trichoderma spp. testados sdo eficientes no controle da
contaminacdo dos didsporos, mas ndo é possivel avaliar o efeito de Trichoderma spp. na
germinacdo das sementes. Na técnica confrontacdo direta, o isolado 2B22 e o produto
Agrotrich® sdo os mais eficientes. Tanto em substrato autoclavado quanto em ndo
autoclavado, os isolados testados nao interferem na emergéncia das plantulas, mas os isolados
2B2 e 2B22 de T. harzianum promovem o crescimento vegetativo de G. polymorpha.

Palavras-chave: Espécie florestal. Espécie nativa. Qualidade fisiologica. Qualidade sanitéria.
Interacdo planta-microrganismo.
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The production and cultivation of native tree seedlings have difficulties that can be
attended to through the knowledge of the environmental factors and microorganisms affecting
seed germination, as well as the interaction between forest species and the Trichoderma,
which is a genus of fungi used in plant pathogens biological control and promotion of plant
growth. This study aimed to investigate the germination of Gochnatia polymorpha
(Less.)Cabrera, identifying the fungi associated with diaspores and evaluate the effect of
Trichoderma spp. in promoting germination and plant growth. In the study of seed
germination, the seeds have been subjected to temperatures of 15°, 20°, 25° and 30° C with a
photoperiod of 16 hours and continuous darkness. In another experiment the effect of sodium
hypochlorite (NaClO) has been evaluated on seed germination and contamination of the seeds
with and without Papus at concentrations of 0, 1, 2, 3 and 4%. Identification of fungi present
in the diaspores has been performed by the methods of filter paper and plating on BDA
culture medium. In the study of the interaction between G. polymorpha and Trichoderma spp.
TSM1 and TSM2 isolates of Trichoderma viride, 2B2 and 2B22 of Trichoderma harzianum
and two commercial products, Agrotrich® and Trichodermil®, have been analyzed in the
contamination of and germination of the seeds, using the cellophane in vitro technique .The
antagonism of these isolates to four fungi of the genera Bipolaris, Alternaria, Cladosporium
and Phoma, previously isolated from diaspores, has been evaluated by the technique of direct
confrontation. The ex vitro interaction experiments have been conducted in a greenhouse with
autoclaved and not autoclaved substrates. It has been concluded that the seeds germinated
both in the presence and absence of light and temperatures of 15° and 20° C have been the
most appropriate. The tested concentrations of NaClO did not interfere with seed germination,
but in diaspores with papus the lowest contamination rates have been in the concentrations of
0% and 4%; yet in the diaspores without papus, the lowest rates have been in the
concentrations of 3, 4 and 0%. In the diaspores the fungi genera Bipolaris, Alternaria,
Cladosporium, Phoma, Aspergillus and Epicoccum have been identified. By the technique of
in vitro cellophane, all tested isolates of Trichoderma spp. have been effective in controlling
the contamination of the seeds, but it has been not possible to assess the effect of
Trichoderma spp. in seed germination. In direct confrontation technique, the 2B22 isolate and
the product Agrotrich ® have been the most effective. In both autoclaved and not autoclaved
substrates, the tested isolates did not interfere in seedling emergence, but the isolates of 2B2
and 2B22 of T. harzianum promoted the vegetative growth of G. polymorpha.

Key word: Forest species. Native species. Physiological quality. Health quality. Plant-
microorganism interaction.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Gochnatia polymorpha: (A) vista geral; (B) ramo com botdes florais e
capitulos com flores abertas; (C) infrutescéncias; (D) frutos .........cccceeevveennen.
Figura 2 — Mapa dos principais biomas brasileiros em sua distribui¢@o original ..............
Figura 3 — Mapa dos locais de ocorréncia natural de Gochnatia polymorpha no Brasil ...
Figura 4 — Imagens microscopicas dos fungos patogénicos: (A) Alternaria sp.; (B)
Curvularia Sp.; (C) FUSATIUI SP. «eccveeeeeeeeeiieeeiieeeiieeeieeeeieeesreeesseeeneseesnnneeens
Figura 5 — Imagens microscopicas dos fungos: (A) Aspergillus sp.; (B) Penicillium sp. ..
Figura 6 — (A) placa com meio de cultura coberto pelo papel celofane; (B) disco de
micélio de trichoderma sobre o papel celofane com liberagdo de metabdlitos
nao-volateis; (C) didsporos de Gochnatia polymorpha inoculados apds a
retirada do papel celofane e dos discos de MICELIO ........ceeevuvieriiiiniiennieennen.
Figura 7 — (A) disco de micélio de Alternaria sp. em meio de cultura BDA; (B) a
esquerda disco de micélio de Phoma sp. e a direita disco de Trichoderma sp.
Figura 8 — Preparo do p6 bioldgico a base de trichoderma: (A) discos de micélio e
esporos em meio de aveia; (B) arroz autoclavado com os discos; (C) indculo
em envelope de papel seco na estufa; (D) indculo a ser triturado no
liquidificador; (E) in6culo de trichoderma na forma de p6 biolédgico; (F) teste
de viabilidade em dilui¢des seriadas em meio BDA ........ccccooeeiiiiiiiiniienien.
Figura 9 — Experimento na casa de vegetagdo: (A) substrato ndo autoclavado; (B)
SUDStrato autoClavado ........cocueeiiiiiiiiiiiiie e
Figura 10 — Efeito de isolados de trichoderma na contaminacao fungica de didsporos de
Gochnatia polymorpha pela técnica in vitro do papel celofane ......................
Figura 11 — (A) confronto entre o isolado 2B22 de Trichoderma harzianum e Alternaria
sp. aos oito dias; (B) confronto entre Agrotrich® e Alternaria sp. aos oito
QIS ettt ettt et et e et e e earee s
Figura 12 — Diferencas no crescimento vegetal de Gochnatia polymorpha entre os
1solados de trichoderma e o tratamento controle em substrato autoclavado.
T1: TSM1 dose 1; T2: TSM1 dose 2; T3: TSM2 dose 1; T4: TSM?2 dose 2;
T5: 2B2 dose 1; T6: 2B2 dose 2; T7: 2B22 dose 1; T8: 2B22 dose 2; T9:
mix dose 1; T10: mix dose 2; T11: Trichodermil® dose 1; T12: Agrotrich®
dose 1; T13: controle (sem trichoderma) ...........ccoeeeeeuvriieeeeiieiiciiieeeeee e,
Figura 13 — Diferencas no crescimento vegetal de Gochnatia polymorpha entre os
1solados de trichoderma e o tratamento controle em substrato nio
autoclavado. T14: TSM1 dose 1; T15: TSM1 dose 2; T16: TSM2 dose 1;
T17: TSM2 dose 2; T18: 2B2 dose 1; T19: 2B2 dose 2; T20: 2B22 dose 1;
T21: 2B22 dose 2; T22: mix dose 1; T23: mix dose 2; T24: Trichodermil®
dose 1; T25: Agrotrich® dose 1; T26: controle (sem trichoderma) .................



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Tratamentos constituintes do experimento realizado pela técnica in vitro do
papel celofane onde foi avaliado o efeito de trichoderma na contaminacao
dos diasporos e na germinacao das sementes de Gochnatia polymorpha

Quadro 2 — Tratamentos constituintes do experimento ex vitro realizado em casa de
vegetacdo onde foi avaliado o efeito de isolados de trichoderma na
emergéncia das plantulas e no crescimento vegetativo de Gochnatia
polymorpha



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Médias do grau de umidade dos didsporos de Gochnatia polymorpha
coletados em 2010 e 2011 no distrito Boca do Monte. Santa Maria — RS
(20T L) ettt ettt et ettt e he e et e st e e b e e nnaeebeen
Tabela 2 — Germinagao das sementes de Gochnatia polymorpha em dois sistemas de
cultivo, na presenca e auséncia de papus nos didsporos, coletados em janeiro
de 2010. Santa Maria - RS (2011) ..ooooiioieiiieeeeeeeeee e
Tabela 3 — Germinagdo das sementes de Gochnatia polymorpha, submetidas a diferentes
temperaturas. Santa Maria - RS (2011) ..occeviiiiiiiiiiieeee e
Tabela 4 — Primeira contagem de germinacdo das sementes de Gochnatia polymorpha,
submetidas a diferentes temperaturas, na auséncia e presencga de luz. Santa
Maria - RS (2011) wuueeeeiieieeeeeeee ettt
Tabela 5 — Indice de velocidade de germinacio (IVG) e porcentagem de contaminagio
por fungos dos didsporos de Gochnatia polymorpha, submetidos a diferentes
temperaturas, na auséncia e presenca de luz. Santa Maria - RS (2011) ............
Tabela 6 — Germinagdo das sementes de Gochnatia polymorpha provenientes de
didsporos com e sem papus, submetidos a assepsia com diferentes
concentracoes de hipoclorito de sédio (NaClO). Santa Maria - RS (2011) ......
Tabela 7 — Contaminagdo por fungos nos didsporos com e sem papus de Gochnatia
polymorpha, submetidos a assepsia com diferentes concentragdes de
hipoclorito de sédio (NaClO). Santa Maria - RS (2011) ...ccoocvvvvivieniiiiieenee,
Tabela 8 — Fungos associados aos didsporos de Gochnatia polymorpha, detectados pelos
métodos de papel de filtro e plaqueamento em meio de cultura BDA, na
presenca e auséncia de papus, ndo submetidos a assepsia com NaClO 1%
(S/A) e submetidos a assepsia (C/A). Santa Maria - RS (2011).......cccceevueeennne.
Tabela 9 — Efeito dos isolados de trichoderma pela técnica in vitro do papel celofane em
meio de cultura dgar-dgua + BD na contaminacdo dos didsporos e na
germinacdo das sementes de Gochnatia polymorpha. Santa Maria - RS
(20T L) ettt ettt
Tabela 10 — Médias das notas de antagonismo de trichoderma aos fungos Bipolaris sp.,
Alternaria sp., Cladosporium sp. e Phoma sp. em pareamento de culturas.
Santa Maria — RS (2011) oo
Tabela 11 — Primeira contagem de emergéncia (PC), emergéncia (E), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), sobrevivéncia de plantulas, nimero de
folhas, altura de plantula, comprimento da maior raiz, massa fresca (MF) da
parte aérea (PA) e da raiz e massa seca (MS) da parte aérea e da raiz de
Gochnatia polymorpha por isolados de trichoderma em substrato
autoclavado. Santa Maria - RS (2011) ...
Tabela 12 — Primeira contagem de emergéncia (PC), emergéncia (E), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), sobrevivéncia de plantulas, nimero de
folhas, altura de plantula, comprimento da maior raiz, massa fresca (MF) da
parte aérea (PA) e da raiz e massa seca (MS) da parte aérea e da raiz de
Gochnatia polymorpha por isolados de trichoderma em substrato nio
autoclavado. Santa Maria - RS (2011) ...

43

45

47

48

49

52

53

55

71

72

75



SUMARIO

INTRODUCAO GERAL ... 12
CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA ..o, 15
1.1 A espécie arborea Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera .................ccooeevvenneenen. 15
1.1.1 Descric@0o sobre G. pOLYMOTPAG ..........c..cooveeiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 15
1.1.2 Importancia de G. POLYMOFTPIA ...........ccccueeeeiieeiiiieieeeieeee et 17
1.2 Situacao atual das florestas brasileiras .................cc..ccooooiiiiiinii, 18
1.3 Sementes floreStais ..............ccociiiiiiiiiiiiiii e 21
1.3.1 Qualidade fis1010gica A€ SEMENLES .......eevuveeriirrieiieiieereeeieeee e 23
1.3.1.1 Temperatura e luz na qualidade fisiol6gica de SEmMentes ...........ccceeeereuveerueeerneenns 24
1.3.2 Qualidade sanitdria de SEMENLES ........ccceeeuvreeeeriiiiieeeriiieeeeiieeeeeeieeeeesrreeeeeereeeeeeneeeas 27
1.4 GENero TrichOderma ......................cccccooouieiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 30
1.4.1 Mecanismos de ag@o de Trichoderma .................cccoceeeeenceirieenieeecieniiiieeneeeneeae 31
T4, 1.1 ParaSitiSINO «..eeeuveeiieiieeiteeiteei ettt ettt ettt ettt et e sbe e st e e st e e e e 31
| B N 1181 0] (o ] PP PRPRRUPPRRR 32
| G I 1) 1010157 8 (o 1o T OSSR 32
1.4.1.4 InduGAO d€ TESISTENCIA ...eouvveiiiiiiieiiieiieeie ettt 33
1.4.1.5 Promogao de crescimento VEZEtal .........c.cevvvveeriiiieiiiiieniie e 33

CAPITULO II -TEMPERATURA, LUZ E ASSEPSIA NA
GERMINACAO DAS SEMENTES E SANIDADE DOS DIASPOROS

DE Gochnatia polymorpha (LESS.) CABRERA ..o, 35
21 INEEOAUGAO ...ttt 36
2.2 Material € MELOAOS ............cocvvviiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38
2.3 ReSultados € dISCUSSAOD ...........ooeviiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e s e e e e e s enanes 43
2.4 CONCIUSOES ...t ee e e e e e e ee e e e e e e eeeseaaareeeeeeeeeenanes 58

CAPITULO III - Trichoderma spp. NA GERMINACAO DAS
SEMENTES E NO CRESCIMENTO VEGETAL DE Gochnatia

polymorpha (LESS.) CABRERA ..o 59
B INEFOAUGAOD .....oonvviieiiie ettt et e ettt e ettt e et e e st e e snbeeeenbeeesnseeennsee s 60
3.2 Material € MELOAOS ...........coccvvviiiiieiiiieeeeeeeeeeeee e 61
3.3 Resultados @ diSCUSSAO ...........ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiee et eeeerra e e e e e e enanes 69
Bed COMCIUSOES ...t et ee et e e e e e e et eeeeeeeeesetaaaeeeeeeeeeenanes 84

REFE REIN CIAS oo, 85



INTRODUCAO GERAL

O mercado consumidor de sementes florestais nativas tem aumentado
consideravelmente nos ultimos 20 anos, devido ao crescente interesse econOmico € mais
recentemente pela preocupacio conservacionista em recuperar areas intensamente devastadas
(FIGLIOLIA et al., 2007). No entanto, apesar da preocupacao com a conservacao ambiental,
as florestas naturais continuam sofrendo a pressdo da devastacdo, diante do avanco
tecnoldgico e aumento da demanda por produtos florestais (ETTORI et al., 2006).

Uma alternativa para reduzir a exploracdo das florestas naturais; repor espécies
arbéreas nativas na natureza; evitar a extincdo destas espécies, assim como os fatores
bioldgicos e ambientais decorrentes da degradacdo florestal; além de atender a demanda e
com isso minimizar os custos com reflorestamento, € aumentar a oferta de sementes e mudas
florestais com qualidade adequada. Segundo Silva e Higa (2006), a oferta de sementes e
mudas de espécies florestais nativas € significativamente inferior & demanda atual e potencial,
enquanto a relagdo das espécies recomendadas para restauragdo ambiental é ampla. Dentre
elas estd Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera, conhecida popularmente por cambard e
pertencente a familia Asteraceae (GLUFKE, 1999; JUNIOR et al., 2005).

Gochnatia polymorpha é uma éarvore de pequeno porte, nativa e com distribuicdo em
muitos estados brasileiros, dentre eles o Rio Grande do Sul. Apresenta madeira pesada, dura e
compacta, propria para obras imersas, constru¢do civil e moirdes. A espécie também oferece
caracteristicas ornamentais e usos na medicina popular, sendo as folhas e cascas utilizadas na
forma de chds como expectorante para afeccdes bronco-pulmonares (BACKES; IRGANG,
2002; CARVALHO, 1994; 2003; LORENZI, 1998).

Na literatura cientifica existem poucos trabalhos de pesquisa com G. polymorpha,
sendo os de propagacdo praticamente inexistentes. Contudo, o cultivo de espécies florestais
nativas, com finalidade econdmica ou conservacionista, requer conhecimentos sobre a
ecofisiologia das espécies, como subsidios a formulacdo de praticas adequadas as diferentes
etapas do desenvolvimento vegetal (SILVA BELLO et al., 2008). Para que o processo de
germinacdo ocorra € necessdrio que as sementes estejam vidveis e que as condigdes
ambientais sejam favordveis. Dentre os principais fatores ambientais pode-se citar a

temperatura € a luz, que sendo conhecidos os seus efeitos podem ser controlados e
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manipulados de forma a otimizar a porcentagem, velocidade e uniformidade da germinacao,
resultando na produ¢do de mudas mais vigorosas (NASSIF et al., 1998).

Outro aspecto que deve ser considerado no processo germinativo € a qualidade
sanitaria das sementes (BRASIL, 2009). Conforme Carneiro (1987), sementes sdo estruturas
atacadas por patégenos, o que afeta a qualidade e reduz a capacidade germinativa das
mesmas. Para se obter uma boa muda, é necessario conhecer os microrganismos associados as
sementes para que se possam adotar as medidas de controle adequadas. Em testes de
germinacdo de laboratdrio, vérias substancias com agdo germicida sdo utilizadas para fazer a
desinfestacdo superficial das sementes (WENDLING et al., 2006), entretanto, 0 sucesso no
controle dos microrganismos vai depender do tipo de semente e de patdgeno, do produto e das
dosagens utilizadas nesses testes (DHINGRA et al., 1980).

Algumas espécies florestais nativas, a quantidade de sementes disponiveis em
populacdes naturais ndo € suficiente para atender a demanda, tanto comercial quanto para a
pesquisa. Isso é decorrente da dispersdo das drvores em pequenos fragmentos de florestas
naturais, da falta de sementes de boa qualidade genética (SILVA; HIGA, 2006) e da demora
que algumas espécies apresentam para iniciar a producdo de sementes (CALDAS, 2006),
além da variacdo de fatores ambientais que tem intensificado a reducio no aproveitamento das
sementes. Por outro lado, algumas estratégias podem ser implantadas para mitigar esses
problemas.

O desenvolvimento de técnicas silviculturais, como a interacdo entre plantas e
microrganismos, ¢ uma alternativa sustentdvel para estimular a germinagcdo de sementes e o
crescimento vegetal, mas € carente para a maioria das espécies florestais nativas (CALDAS,
2006). A técnica vem sendo amplamente pesquisada nas institui¢des de ensino e centros de
pesquisa, sendo que alguns microrganismos tém sido relatados no controle bioldgico de
fitopatdgenos, na promog¢do da germinagdo de sementes € no crescimento vegetal de espécies
agricolas, com sucesso comprovado e outros com potencial de uso (MELO, 1998).

Fungos do género Trichoderma, conhecidos comumente por trichoderma, estdo entre
0s microrganismos mais estudados como agentes no biocontrole de fitopatdégenos, promotores
da germinacdo de sementes e do crescimento vegetal (ALTOMARE et al., 1999; BENITEZ et
al., 2004; HOYOS-CARVAJAL et al., 2009; KUNIEDA-ALONSO et al., 2005; MELO,
1996). O sucesso da atividade dos bioagentes depende das propriedades e mecanismos de
acdo do organismo. Espécies de trichoderma podem agir através da competi¢cdo, parasitismo

direto, producdo de metabdlitos secunddrios e por serem parasitas de estruturas de resisténcia



14

de patégenos no ambiente, como esporos, em geral dificeis de serem destruidos (MELO,
1998).

A aplicacdo de isolados de trichoderma pode ser feita nas sementes, no substrato, no
sulco de plantio ou em matérias organicas que serdo incorporadas antes do transplante das
mudas (LUCON, 2009). Mas, independente da forma de aplicacdo, ha a necessidade de usar
produtos bioldgicos como uma alternativa aos quimicos, assim, os bioprodutos apresentam-se
como uma tecnologia alternativa, que podera ter um importante impacto na redugao do uso de
fungicidas e fertilizantes (LUZ, 2001).

Devido a importancia de G. polymorpha como espécie florestal nativa e por
inexistirem trabalhos da qualidade fisioldgica e sanitdria de suas sementes, se faz necessario
estudos com essa espécie. Além disso, apesar da inestimdvel contribuicdo de espécies de
trichoderma no controle de fitopatdgenos, no aumento da germinag¢do e do crescimento
vegetal, poucos trabalhos sdo realizados envolvendo esses fungos antagonistas e espécies
florestais. No entanto, os resultados desta interacdo poderdo otimizar a produ¢do de mudas
para programas de reflorestamentos no Brasil, acelerar processos de recuperacdo de dreas
degradadas, reduzir o extrativismo de florestas naturais, disponibilizar plantas para pesquisa e
matéria prima para industrias, além de preservar o meio ambiente e a biodiversidade.

Levando tais aspectos em consideracdo, este trabalho objetivou estudar a germinacio
das sementes de G. polymorpha, identificar os fungos associados aos didsporos e avaliar o
efeito de Trichoderma spp. na promog¢ao da germinacdo e do crescimento vegetal. Para isso
avaliou-se a influéncia da temperatura e da luz, bem como o efeito da assepsia com
hipoclorito de sodio (NaClO) na germinacdo das sementes € na contaminacio dos didsporos;
identificou-se os fungos associados aos didsporos; e o efeito de Trichoderma spp. na

germinacdo in vitro, ex vitro e no crescimento vegetativo de G. polymorpha.



CAPITULO I
REVISAO DE LITERATURA

1.1 A espécie arborea Gochnatia polymorpha (Less.) Cabrera

1.1.1 Descricdo sobre G. polymorpha

De acordo com a classificacao de Angiosperm Phylogeny Group — APG III (2009), G.
polymorpha estd inserida no clado das Campanulideas — Euasterideas II, na ordem Asterales e
na familia Asteraceae. O género Gochnatia € uma homenagem ao botanico francés Frederico
Cn. Gochnat; e o epiteto especifico, polymorpha, é uma alusdo a grande plasticidade
morfolégica da espécie (CARVALHO, 2003).

Conforme Reitz (1973), G. polymorpha possui duas subespécies: subsp. ceanothifolia
e subsp. floccosa. Ambas sdo darvores caracteristicamente campestres € se confundem
morfologicamente quanto ao aspecto do tronco, casca e ramos. Apenas se diferenciam através
de suas folhas que, em geral, a subsp. floccosa possui folhas maiores, tendo uma forma
eliptica ou lanceolado-eliptica, enquanto que, as folhas da subsp. ceanothifolia, possuem
forma oblongo-lanceolada, no entanto, suas utilidades sdo as mesmas. Além disso, G.
polymorpha possui as seguintes sinonimias: Moquinia polymorpha (Less.) DC., Gochnatia
malmei Cabrera e Baccharis tomentosa Steud. (THE PLANT LIST, 2010).

Gochnatia polymorpha é uma espécie arbérea de pequeno porte, nativa e com
distribuicdo nos seguintes estados brasileiros: Bahia, Espirito Santo, Goids, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. A espécie também tem ocorréncia natural no nordeste da Argentina e no norte
e leste do Paraguai. Provavelmente devido a ampla distribui¢do geografica, é grande o niimero
de denominagdes vulgares, a exemplo de cambard-do-mato e candeia no estado de Sao Paulo;
pau-candeia, cambarazinho e 6leo-do-campo no Parand e candedo ou candeias no Mato
Grosso do Sul (CARVALHO, 1994; 2003; LORENZI, 1998). No Rio Grande do Sul, a
espécie € conhecida popularmente por cambard (SOBRAL; JARENKOW, 2006).

Gochnatia polymorpha € classificada, de acordo com o grupo ecoldgico, em pioneira
ou secunddria inicial, cresce diretamente sobre os campos secos, propiciando o surgimento

posterior de outras espécies arbéreas (BACKES; IRGANG, 2002). Comumente é observada
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em solo de fertilidade quimica baixa, ocorrendo geralmente em solos arenosos, podendo
também ser encontrada em terrenos Umidos, as margens dos rios, nas bordas da mata e nos
capdes, em condi¢des de farta luminosidade (CARVALHO, 2003). No Rio Grande do Sul
ocorre esporadicamente em todas as formacoes florestais (SOBRAL; JARENKOW, 2006).

A espécie apresenta normalmente 5 a 10 m de altura, sendo que individuos adultos
atingem até 15 m. Poucas vezes o tronco € reto, quase sempre € tortuoso e inclinado, fuste
normalmente curto, até 6 m de comprimento e geralmente com multitroncos. A ramificacao é
irregular, com copa baixa, arredondada e folhagem verde-clara. A casca externa € acastanhada
com sulcos longitudinais profundos. As folhas sdo simples, alternas, discolores e o peciolo é
curto e piloso. As flores sdo pequenas, reunidas em capitulos de 1 cm de comprimento e estes
formam paniculas terminais (CARVALHO, 1994). Os frutos sdo do tipo cipsela, em que a
semente € presa a parede do fruto por um s6 ponto e sdo coroados de um papilho cerdoso e
piloso, o papus (MARZINEK et al., 2008) (Figura 1). Os frutos constituem os didsporos, que

sdo as unidades de dispersao da espécie.

Figura 1 — Gochnatia polymorpha: (A) vista geral; (B) ramo com botdes florais e capitulos com flores abertas;
(C) infrutescéncias; (D) frutos
Fonte: (A) e (D) www.google.com.br; (B) e (C) Arquivo da autora

Conforme Lorenzi (1998), o desenvolvimento das plantas no campo € rdpido, podendo
atingir 3 a 4 m aos 2 anos, entretanto, Carvalho (2003) menciona que o crescimento € lento a
moderado, sendo o crescimento em altura bastante expressivo até os 4 anos de idade. A
fenologia é varidvel conforme a regido (BACKES; IRGANG, 2002), sendo que, no Rio

Grande do Sul, a floragdo ocorre durante os meses de outubro a dezembro e a maturacao dos
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frutos verifica-se nos meses de dezembro a fevereiro (LORENZI, 1998). Segundo Carvalho
(2003), G. polymorpha produz anualmente grande quantidade de sementes, as quais sao
inclusas nos frutos e nio apresentam dorméncia. Os frutos sdo facilmente disseminados pelo
vento, sendo as sementes a principal forma de propagagdo da espécie, no entanto, perdem o

poder germinativo em trés meses € a germinacao € baixa, entre 30 e 50%.

1.1.2 Importancia de G. polymorpha

A arvore apresenta madeira pesada, dura, compacta, de grande durag@o sob condi¢des
adversas, tornando-a prépria para obras imersas, construcdo civil, obras expostas, como
moirdes e pontes, para a confeccao de cabos de ferramentas, artefatos de uso doméstico e em
constru¢do naval. Tanto o tronco como as raizes produzem curvas para embarcacdes, além de
produzir carvao e lenha de boa qualidade (BACKES; IRGANG, 2002; CARVALHO, 1994;
2003; LORENZI, 1998).

A espécie apresenta caracteristicas ornamentais, podendo ser empregada no
paisagismo e na arborizacdo de ruas e avenidas, devido seu sistema radicial dificilmente
causar danos ao calcamento. As flores sdo meliferas e produzem néctar com 27 a 31% de
acucar. As folhas e cascas sdo empregadas na medicina popular na forma de chds como
expectorante para as afec¢oes bronco-pulmonares (BACKES; IRGANG, 2002; CARVALHO,
1994; 2003).

Estudos fitoquimicos realizados por Stefanello et al. (2006), com G. polymorpha
subsp. floccosa, mostram que os extratos das cascas do tronco sdo mais ativos do que os
extratos das folhas. Além disso, os resultados mostram auséncia de citoxicidade dos extratos
no teste de letalidade contra Artemia salina, um indicador de que a planta pode ser bem
tolerada frente ao sistema biolégico. Entretanto, para uma possivel aplicagdo farmacéutica,
sdo necessarios estudos mais detalhados para a avaliacdo da toxicidade dos extratos bioativos.

Gochnatia polymorpha também apresenta possibilidades para a conservagao do solo,
principalmente por se desenvolver em distintos ambientes, como em locais bem drenados,
locais com inundag¢des periddicas de rdpida duracido ou com lencol fredtico superficial, o que
a torna util como planta fixadora de barrancas de rios (CARVALHO, 2003), sendo, portanto,
indicada para a reposicdo de mata ciliar, recuperacdo de terrenos erodidos, reconstituicdo de
ecossistemas degradados e reflorestamentos (GLUFKE, 1999; JUNIOR et al., 2005), além de
ter os beneficios bioldgicos conhecidos, e defesa em Lei, para o uso de espécies nativas para

esses fins, como no Cddigo Florestal Lei Federal 4771/65, em seu inciso 3°, artigo 19, “no
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caso de reposicao florestal, deverdo ser priorizados projetos que contemplem a utilizagdo de
espécies nativas”.

Em levantamento realizado pela Rede Mata Atlantica de Sementes Florestais
(RioEsBa), rede de fomento a oferta de sementes e propdgulos de espécies nativas, foi
constatado em diversas instituicdes de pesquisa que as espécies mais demandadas pelo
mercado, ndo sdo necessariamente as mais pesquisadas. A Rede RioEsBa, buscando
direcionar os trabalhos de pesquisa, selecionou uma lista de espécies prioritdrias,
considerando a demanda de colhedores e viveiristas na drea de abrangéncia da Rede (Rio de

Janeiro, Espirito Santo e Bahia), nessa lista, G. polymorpha estd presente na classe de uso

energético (PINA-RODRIGUES et al., 2007a).

1.2 Situacao atual das florestas brasileiras

O Brasil é o pafs com a maior biodiversidade do mundo por possuir uma grande
variacdo de clima e de vegetacdo distribuidos entre os seus biomas (Figura 2). No entanto, a
destruicao de florestas e matas é uma pratica frequente em varias regides do Pais (INMETRO;
IDEC, 2002), o que leva a um declinio continuo do nimero de espécies que habitam os

ecossistemas brasileiros.
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Figura 2 — Mapa dos principais biomas brasileiros em sua distribuicao original
Fonte: AMABIS; MARTHO, 2006.
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A floresta tropical brasileira se encontra em estdgio de grande devastacdo. O bioma
Mata Atlantica que cobria 13% do territorio brasileiro, possui uma cobertura estimada em
7,3% de sua cobertura original. A Caatinga que cobria 12,4% do territério brasileiro esta
reduzida a aproximadamente 30% de sua cobertura original. O Cerrado que cobria 21,6% do
territorio brasileiro estd reduzido a aproximadamente 45% de sua cobertura original. A
Amazonia, o maior bioma brasileiro, originalmente cobria uma area correspondente a 48% do
territério brasileiro, hoje possui aproximadamente 85% de sua cobertura original (SILVA;
HIGA, 2006).

Gochnatia polymorpha habita naturalmente as Florestas da Mata Atlantica, Florestas
de Araucarias, Cerrado e campos gerais e rupestres do bioma Pampa (Figura 3)
(CARVALHO, 1994; 2003), sendo a grande maioria desses biomas encontrados, senao
caracteristicos, do Rio Grande do Sul. A Mata Atlantica € um dos biomas brasileiros onde o
processo de desmatamento estd mais avangado (SILVA; HIGA, 2006), do qual o Rio Grande
do Sul tem apenas 7,48% de sua extensdo original (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA;
INPE, 2011) e a maior parte da vegetacdo original do Pampa foi destruida para dar lugar a

areas cultivaveis (AMABIS; MARTHO, 2006).
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Figura 3 — Mapa dos locais de ocorréncia natural de Gochnatia polymorpha no Brasil
Fonte: CARVALHO, 2003.

Embora existam muitos movimentos para a preservacdo do que resta da Mata

Atlantica, ela continua ameacgada pela pressdo constante de produtores de carvao, madeireiras,
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agricultores, especuladores imobilidrios, construtores de estradas, implantadores de atividades
industriais, entre outros (SILVA; HIGA, 2006). Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAO), as principais causas da degradacdo ambiental é a
conversdo das florestas para a agricultura e o uso excessivo dos recursos das matas
(MORAES et al., 2006), a exemplo das sementes e partes vegetativas utilizadas na preparagdo
de medicamentos e cosméticos. A procura por fitoterdpicos e cosméticos com extratos
vegetais vem crescendo nos dltimos anos, sendo um dos desafios para a produgido, o cultivo
das plantas em larga escala de modo sustentdvel, sem o comprometimento dos recursos
naturais (MORANDI, 2009).

A coleta indiscriminada das sementes e partes vegetativas pode levar as espécies
envolvidas a extincao, por representar um risco a preservacao do patrimonio genético vegetal.
No Parand e sul do Brasil, a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), espécie florestal nao
madeireira, usada para tratamento de gastrite e ulcera gastrica, € amplamente procurada,
sendo que a coleta clandestina de suas folhas chega a toneladas, o que poderd levar a espécie
ao risco de extincdo. A melhor forma de garantir as caracteristicas fitoquimicas e
farmacoldgicas do produto para o mercado € o cultivo das plantas em dreas especificas, dentro
de padrdes agrondmicos requeridos, buscando a produtividade e a qualidade do material, além
de preservar as florestas naturais (CORREA JUNIOR et al., 2006).

Sob essa perspectiva, as fortes pressdes antropicas € os impactos decorrentes tém
despertado a atenc@o da sociedade em ambito nacional e internacional. Iniciativas t€ém sido
adotadas com o objetivo de reduzir ou minimizar esses impactos, como acdes para
racionalizar o uso dos recursos florestais, implantar dreas de cultivo, ampliar areas de
preservacao e conservagao, além de recuperar areas ja degradadas (NETO; SILVA, 2007). A
preocupacdo em recuperar areas degradadas estd ligada a fatores como a recomposicdo da
paisagem, a conservacdo de recursos hidricos e da qualidade da dgua, a fixacdo e a
conservacdo da fauna e da flora nativa, a preservacio das encostas, a contengdo da erosao, a
prevencdo do assoreamento dos cursos d’dgua e o cumprimento da legislacdo ambiental
vigente (GLUFKE, 1999).

No entanto, de maneira geral, é observada uma baixa diversidade de espécies arboreas
sendo utilizada em projetos de conservagdo, arborizacdo e reflorestamento, em comparacao
com a diversidade presente nas matas nativas. Na Mata Atlantica, por exemplo, a diversidade
arborea é estimada em 20.000 espécies. Esse baixo aproveitamento € decorrente, muitas

vezes, do desconhecimento de técnicos e viveiristas em relagcdo ao potencial das espécies

nativas e da baixa diversidade de mudas no mercado (PINA-RODRIGUES et al., 2007a).
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Além disso, outros fatores que limitam o uso de espécies nativas sdo a falta de sementes de
boa qualidade e, em decorréncia desse fato, o elevado valor das mudas que chegam ao

tamanho minimo para o plantio (SILVA; HIGA, 2006).

1.3 Sementes florestais

A produgdo de mudas florestais nativas para os mais diversos interesses s6 é possivel
quando ha disponibilidade de sementes. Entretanto, essa disponibilidade ndo deve ser
considerada somente em termos quantitativos, mas em termos qualitativos (NETO; SILVA,
2007). A qualidade da semente é um dos suportes fundamentais de um empreendimento
florestal e tecnicamente refere-se as caracteristicas relativas as propriedades genéticas, fisicas,
fisiolégicas e sanitarias das sementes (CARVALHO; NAKAGAVA, 1988).

No que se refere a qualidade fisioldgica, a avaliacdo pode ser realizada utilizando-se o
teste de germinagdo e testes de vigor (VIEIRA et al., 1994). A International Seed Testing
Association (ISTA) e a Association of Official Seed Analysts (AOSA), propuseram alguns
testes de vigor que seriam os mais indicados. Entre estes, a velocidade de germinagdo e testes
baseados na avaliagdo das plantulas, como o comprimento e peso da matéria seca da plantula
(NAKAGAVA, 1994).

A qualidade sanitdria € um fator de extrema importancia quando se trata de qualidade
de sementes, pois se refere a testes que permitem identificar microrganismos associados as
mesmas (PINA-RODRIGUES et al., 2004), na maioria das vezes, microrganismos
patogénicos (CHEROBINI, 2006). A epidemia de muitas doengas pode ter inicio com indculo
contido nas sementes, e estas, sdo um dos veiculos mais importantes de transmissdo dos
patégenos. Além dos aspectos de transmissao e consequéncias epidemioldgicas, a presenga de
certos patégenos em sementes pode resultar em efeitos diretos como reducdo no potencial
germinativo, vigor, emergéncia, periodo de armazenamento e até rendimento (PEDROSO,
2009).

A partir da década de 90, as metodologias de avaliagdo da qualidade das sementes
evoluiram, muitas vezes antecipando-se ao uso em larga escala de novas técnicas de
producdo. No Brasil, esse processo ocorre de forma lenta, mas sua existéncia pode ser
verificada nos trabalhos cientificos publicados. Apesar disso, as Regras para Andlise de
Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), publicacdo oficial que preconiza os métodos de avaliacdo

da qualidade de sementes, ainda ndo incorporam os avangos da pesquisa nas regides tropicais,
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sobretudo com espécies florestais brasileiras (FIGLIOLIA et al., 2007; PINA-RODRIGUES
et al., 2004).

As RAS € o mais importante instrumento do setor, uma vez que contém os padrdes e
procedimentos adotados e recomendados pelo Ministério da Agricultura para a avaliacdo da
qualidade das sementes. Esses padrdes baseiam-se nas regras internacionais conduzidas
através da ISTA e sdo definidos apds ampla pesquisa em varios laboratdrios credenciados
pelo Ministério e que geram informacdes que passam a constar nas RAS (PINA-
RODRIGUES et al., 2007b).

No Brasil, ha diversos pesquisadores que trabalham com espécies florestais nativas e
procuram conduzir estudos que fornecam informacgdes sobre a qualidade das sementes e a
padronizacdo dos métodos de andlise (MACHADO et al., 2002), no entanto, as espécies
florestais brasileiras contidas nas RAS representam cerca de 0,2%, dado inexpressivo diante
da grande diversidade de espécies que compdem os diversos biomas vegetais brasileiros
(FIGLIOLIA et al., 2007), prevalecendo as espécies agricolas e as florestais que possuem
maior valor econdmico (CHEROBINI, 2006).

As principais dificuldades apontadas pelos pesquisadores para inserir tais espécies nas
regras, tanto nacionais quanto internacionais, ¢ a falta de sementes para a realizacdo dos
testes, pois sdo necessdrias grandes quantidades, o que ndo é possivel devido a irregularidade
de producdo e a alta deterioracdo pela fauna. A variabilidade de -caracteristicas e
desuniformidade de maturacdo prejudicam a obten¢do de lotes homogéneos, como requerem
os testes de afericdo. Além disso, hd falta de laboratdrios de sementes florestais credenciados,
havendo apenas trés no Brasil e caréncia de pesquisas (PINA-RODRIGUES et al., 2007b).

Sob essa perspectiva, hda uma grande necessidade de se estudar o potencial e o
comportamento de sementes florestais nativas em diferentes regides (CHEROBINI, 2006),
como forma de contribuir para a padronizacdo das normas, visando a producdo de mudas. G.
polymorpha, assim como outras espécies, tiveram suas populacdes naturais devastadas pela
acdo antropica, sendo que, a extincdo de uma espécie significa a perda de combinagdes
génicas Unicas e insubstituiveis, que segundo Flores (2007), serdo a base para o melhoramento
genético através da biotecnologia que vem evoluindo constantemente, o que justifica a
conservacdo genética dessa espécie como algo de suma importincia para garantir a

preservacao dos seus genes.
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1.3.1 Qualidade fisiolégica de sementes

O teste de germinacdo ¢ um dos parametros da qualidade fisiol6gica da semente, sendo
o método mais utilizado para se determinar a qualidade de um lote, além de possibilitar a
avaliacdo da viabilidade sob condi¢des favordveis para fins de semeadura e producdo de
mudas (OLIVERA et al., 2008; PINA-RODRIGUES et al., 2004).

A germinacgdo, no critério botanico ou morfolégico, € um fendmeno biolégico que
pode ser considerado como a retomada do crescimento do embrido, com o subsequente
rompimento do tegumento da semente pela protrusdo de uma das partes do embrido de dentro
dos envoltérios, na maioria dos casos, a radicula. Entretanto, os tecnologistas de sementes
consideram germinacdo, o emergir da plantula no solo ou a formacdo de uma plantula
vigorosa no substrato utilizado. Neste critério, a germinacdo € definida como a emergéncia e o
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando a sua capacidade para
dar origem a uma plantula normal, sob condi¢des ambientais favordveis (BORGHETTI;
FERREIRA, 2004; NASSIF et al., 1998).

Observa-se que o critério tecnologico mistura dois fenomenos fisioldgicos diferentes,
a germinacdo da semente e o crescimento inicial da plantula. A diferenga se estabelece no
momento em que, para a germinacdo da semente, muitos genes sdo acionados e regulados
pelas condicdes vigentes. No crescimento inicial da plantula, outros genes sdo acionados e
alguns da germinacdo, desligados ou reprimidos. No entanto, para estudos sob condi¢des de
campo, esse critério € bastante apropriado (BORGHETTI; FERREIRA, 2004).

O objetivo do teste de germinagdo € determinar o potencial maximo de germinacdo de
um lote de sementes, o qual pode ser usado para comparar a qualidade de diferentes lotes e
estimar o valor para semeadura em campo. Geralmente a realizacdo desse teste em condi¢des
de campo nao € satisfatéria, devido as variacdes ambientais. Métodos de andlise em
laboratdrio, efetuados em condi¢des controladas de fatores como substrato, temperatura e luz,
tém sido estudados e desenvolvidos de maneira a permitir uma germinacao mais regular,
rdpida e completa das amostras de sementes de uma determinada espécie (BRASIL, 2009;
PINA-RODRIGUES et al., 2004).

As sementes germinam quando as condi¢Oes para o crescimento do vegetal sdo
favoraveis e elas ndo apresentam algum tipo de dorméncia (CASTRO et al., 2004a). A
primeira exigéncia para a germinacdo é a dgua, que exerce influéncia determinante sobre o
processo. Da absorcdo de dgua resulta a reidratacio dos tecidos da semente com a

consequente intensificacdo da respiracdo e de todas outras atividades metabodlicas, que
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culminam com o fornecimento de energia e nutrientes necessdrios para a retomada do
crescimento do eixo embriondrio. Com a absor¢do da dgua ocorre também o aumento de
volume da semente, provocando o rompimento do tegumento, 0 que vem, posteriormente,
facilitar a emergéncia do eixo embriondario do interior da semente (CARVALHO;
NAKAGAWA, 1988).

A qualidade fisioldgica de um lote de sementes pode ser avaliada usando-se o teste de
germinacdo desde que o lote apresente alta homogeneidade, entretanto, se 0 mesmo apresentar
alto grau de heterogeneidade, o teste ndo apresenta alta sensibilidade e, nesse caso, os testes
de vigor sdo complementares (VIEIRA et al., 1994).

O vigor das sementes € o reflexo de um conjunto de caracteristicas ou propriedades
que determinam o seu potencial fisiol6gico, ou seja, a capacidade de apresentar desempenho
adequado quando expostas a diferentes condi¢cdes de ambiente. Varios métodos t€m sido
desenvolvidos para avaliar o vigor com seguranga. O objetivo basico dos testes de vigor € a
identificacdo precisa de diferencas importantes na qualidade fisiologica dos lotes,
principalmente dos que possuem poder germinativo semelhante (MARCOS FILHO, 1994).

Os testes de vigor realizados em laboratério, sob condi¢des controladas, sdo
relacionados dentro dos chamados métodos indiretos e sdo instalados, em sua maioria, nas
mesmas condi¢cdes do teste de germinacdo e a seguir sdo avaliadas determinadas
caracteristicas da germinacdo das sementes ou da emergéncia das plantulas, conforme o
critério adotado pelo avaliador. Em condi¢des de laboratério, entre os testes de vigor mais
utilizados estdo a velocidade de germinacdo e a primeira contagem do teste de germinacdo da
semente ou da plantula. (NAKAGAWA, 1994).

Os testes de vigor realizados em condi¢des de campo inserem-se dentro dos chamados
métodos diretos e sdo conduzidos em condi¢des naturais de ambiente, de preferéncia na época
recomendada para a semeadura da espécie em avaliacdo. Em condicdes de campo, entre os
mais utilizados estdo caracteristicas envolvendo a plantula, como: porcentagem de
emergéncia, velocidade de emergéncia, altura ou comprimento, peso da massa verde e peso da
massa seca. Estes testes tém sido os mais utilizados em condig¢des brasileiras, principalmente

em pesquisa (NAKAGAWA, 1994).

1.3.1.1 Temperatura e luz na qualidade fisiologica de sementes

O processo germinativo de um lote € influenciado por uma série de condi¢des internas

da semente, por fatores do ambiente e por priticas de manejo. Em relacdo aos fatores do
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ambiente, a disponibilidade de 4gua, temperatura e oxigénio sdo consideradas essenciais e
exercem influéncia direta sobre a germinagdo. A luz ndo tem sido incluida como fator
imprescindivel, porque para muitas espécies a germinagdo poderd ocorrer tanto na presenca
quanto na auséncia de luz, mas para determinadas culturas a luz € um fator limitante
(MARCOS FILHO, 2005). Neste estudo serdo abordados os fatores temperatura e luz.

Durante o processo de germinacdo ocorre uma série de atividades metabdlicas,
baseadas em reagdes quimicas e cada uma delas apresenta determinadas exigéncias quanto 2
temperatura, principalmente porque dependem da atividade de sistemas enzimdticos
complexos, cuja eficiéncia € diretamente relacionada a temperatura e a disponibilidade de
oxigénio (MARCOS FILHO, 2005). Assim, a temperatura € um fator que atua sobre a
velocidade de absor¢do de dgua e também sobre as reagdes bioquimicas que determinam todo
o processo. Em consequéncia, afeta a velocidade, a uniformidade e também a porcentagem de
germinagdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 1988).

Partindo do principio de que a temperatura ideal para a germinagdo € resultado da
adaptacgdo fisiologica das sementes as condicdes ambientais dos locais de origem, ocorréncia
ou de cultivo da espécie, pode haver relacdo direta entre essa temperatura e o bioma onde as
sementes foram produzidas. Além desse fator, caracteristicas ecoldgicas da espécie, tal como
o grupo ecoldgico, ou seja, pioneiras, secunddrias ou climécicas, podem ter participagdo na
definicdo da temperatura que mais estimula a germinacio (BRANCALION et al., 2010).
Todavia, em algumas espécies, a relacdo entre a temperatura e a germinagao nao se mostra tao
dependente (BRYANT, 1989).

A abertura de clareiras no dossel de florestas altera a temperatura e os espectros de luz
que atingem o solo, estimulando a germinacio de sementes de vdrias espécies, principalmente
a das pioneiras. Entretanto, diversas outras espécies, incluindo pioneiras, secunddrias e
climécicas, tém sua germinagdo estimulada e favorecida por temperaturas constantes, mas nao
pela luz (BRANCALION et al., 2008). Ainda, em outras espécies, o requerimento de luz para
germinacdo € fortemente influenciado pela temperatura, sendo que a faixa de temperatura
dentro da qual as sementes germinam € caracteristica de cada espécie. Em razdo disso, a
influéncia desses fatores na germinacdo de sementes florestais tem sido estudada como uma
forma de avaliar quais sdo as condi¢des ecoldgicas mais favordveis ao processo germinativo
de cada espécie em seus ambientes naturais (NASSIF et al., 1998).

A germinacdo ocorre num intervalo de temperaturas, cujos extremos dependem
principalmente da espécie e suas caracteristicas genéticas, das condi¢des do ambiente durante

a producdo, do manejo durante e apds a colheita e da sanidade da semente (MARCOS
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FILHO, 2005). Assim, existem temperaturas mais apropriadas, como temperaturas limitantes
(CASTRO et al., 2004a; MONDO et al., 2008). Entre os pesquisadores, existe um consenso,
que a temperatura para a germinacdo ndo apresenta um valor especifico, mas pode ser
expressa em termos das temperaturas cardeais, isto é, minima, mdxima e 6tima. A temperatura
Otima € conceituada aquela em que ocorre 0 mdximo de germinagdo em tempo relativamente
curto (MACHADO et al., 2002).

A literatura evidencia que para a maioria das espécies tropicais e subtropicais, a faixa
Otima de temperatura para a germinacao se da entre 15 e 30°C, com temperaturas alternadas
de 20 a 30°C e de 10 a 30°C (PINA-RODRIGUES et al., 2004). A temperatura adequada para
a germinac¢do de sementes arboreas nativas vem sendo determinada por alguns pesquisadores.
Como exemplo, foi determinado 25°C para o angico-vermelho (Parapiptadenia rigida)
(MONDO et al.,, 2008) e também para a aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva)
(PACHECO et al., 2006). Para canafistula (Peltophorum dubium) foi determinado a
temperatura de 30°C (OLIVEIRA et al., 2008). Machado et al. (2002), concluiram que a faixa
Otima de temperatura para a germinagao de sementes de ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia) é
de 25 a 35°C. Para barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), Martins et al. (2008),
determinaram as constantes de 20, 25 ou 35°C ou alternadas 20-30°C. Mas para G.
polymorpha ainda nao ha estudos conhecidos.

Referente a sensibilidade luminosa, existe uma ampla variacdo nas respostas
germinativas em relacdo a luz (MENEZES et al., 2004; NASSIF et al., 1998). H4 sementes
que necessitam de luz para germinar, enquanto que, em algumas espécies a luz inibe a
germinagdo (FERREIRA, 2004). Existem muitas outras que se apresentam indiferentes a
luminosidade (NASSIF et al., 1998).

Desse modo, as sementes podem ser classificadas em trés grupos em relacao a resposta
a luz: fotobldsticas positivas, as que necessitam da presenca de luz para a germinacgdo, a
exemplo de goiaba-serrana (Acca sellowiana), guabiju (Myrcianthes punges) e araca (Psidium
cattleyanum) (SANTOS et al., 2004); fotoblasticas negativas, as que germinam na auséncia de
luz, como cravo-do-mato (7agetes minuta) (FERREIRA et al., 2001) e as fotoblasticas
neutras ou nao fotobldsticas, as quais sdo indiferentes a luz, como por exemplo, aroeira
(Myracrodruon urundeuva) (SILVA et al., 2002), angico-vermelho (Parapiptadenia rigida)
(MONDO et al., 2008) e murta (Blepharocalyx salicifolius) (REGO et al., 2009).

O responsavel pela fotorreacdo, controlando a germinacdo, é um pigmento
denominado fitocromo; trata-se de uma cromoproteina soldvel, presente no citoplasma de

células do eixo embrionario (MARCOS FILHO, 2005). O pigmento fitocromo tem sido
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considerado o principal agente envolvido na percep¢do do sinal luminoso que induz a
germinagdo e encontra-se sob duas formas principais: a forma ativa e a forma inativa. A
forma inativa ao absorver luz vermelha (660nm) se transforma na forma ativa. Em
contrapartida, a forma ativa quando absorve luz na regido do vermelho extremo do espectro
(730 nm) transforma-se novamente na forma inativa (BORGHETTI, 2004).

Para a maior parte das sementes fotoblasticas, a forma ativa promove a germinacao
(ZAIDAN; BARBEDO, 2004). Nessa forma, o fitocromo atinge concentragdes suficientes
para disparar o processo de germinagdo, mediante a sintese de hormonios e o reinicio da
transcrigdo da mensagem genética (MARCOS FILHO, 2005). As sementes fotoblasticas
negativas necessitam de baixa concentracdo da forma ativa do fitocromo. Ja as sementes
classificadas como fotobldsticas neutras ou ndo fotoblasticas, que sao indiferentes a luz,

podem germinar sob concentracdes baixissimas da forma ativa (MARCOS FILHO, 2005).

1.3.2 Qualidade sanitdria de sementes

A associacdo de microrganismos as sementes € outro importante fator que pode
influenciar na qualidade das mesmas (LUCCA FILHO, 1987). A presenca de certos
patdgenos pode resultar em efeitos diretos sobre as sementes, como reducdo no potencial
germinativo, vigor, emergéncia, periodo de armazenamento e até rendimento (ARAUJO;
ROSSETTO, 1987; PEDROSO, 2009). Esses patdgenos, presentes nas sementes, tornam-se
ativos tdo logo encontrem condi¢des favordveis, podendo ndo s6 atacar a semente, mas
também a plantula, quando esta estiver emergindo do solo (DHINGRA et al., 1980). Além
disso, sementes infestadas por patégenos, podem ser responsdveis pela disseminacdo de
agentes fitopatogénicos de uma regido para outra, podendo contaminar dreas isentas de
doencas (LAZAROTTO, 2010).

As sementes florestais nativas apresentam, de maneira geral, baixas porcentagens de
germinacdo, devido as anormalidades e lesdes provocadas por microrganismos (VECHIATO,
2010). Os maiores problemas ligados a doengas ocorrem durante a germinagdo e formacgao de
mudas (CARNEIRO, 1987). Vérios microrganismos podem causar prejuizos as culturas
quando associados as sementes, porém aos fungos deve ser dada maior aten¢do, devido a seu
carater agressivo e decompositor que acarreta em um grande numero de espécies
fitopatogénicas e também por sua capacidade de sobreviver nas condi¢cdes de ambiente
adequadas a manutencdo da viabilidade das sementes, durante o periodo de armazenamento

(CHEROBINI, 2006; KRUPPA; RUSSOMANNO, 2009).
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A identificacdo desses fungos pode ser realizada por meio de testes de sanidade, sendo
que os métodos recomendados para deteccdo dos mesmos e que podem ser utilizados em
sementes de florestais sdo: método do papel de filtro (blotter-test) e método do plaqueamento
em meio agar solido, como o meio de cultura BDA (extrato de batata, dextrose e 4gar)
(CARNEIRO, 1987; VECHIATO, 2010).

Alguns trabalhos foram conduzidos verificando-se a presenga de microrganismos em
sementes florestais. Fungos dos géneros Aspergillus, Alternaria, Curvularia, Phoma,
Phomopsis, Cladosporium, Cylindrocladium, Colletotrichum, Ulocladium, Fusarium,
Epicoccum, Nigrospora, Mucor, Periconia, Penicillium, Botrytis, Pestalotia, Rhizopus,
Rhizoctonia, Lembosia, Trichothecium, dentre outros foram detectados em sementes de
espécies florestais, mostrando diminuir a qualidade das mesmas (BITENCOURT;
HOMECHIN, 1998; MAGALHAES et al., 2008; MUNIZ et al., 2007; MARTINELLI-
SENEME, et al., 2006; PADULLA et al., 2010; SANTOS et al., 2001).

Alguns géneros sdo considerados potencialmente patogé€nicos as sementes florestais,
podendo ocasionar podridao, manchas foliares e danos em plantulas, a exemplo de Pestalotia,
Botrytis, Phoma, Coletotrichum, Alternaria, Phomopsis, Macrophomina, Curvularia e
Fusarium (Figura 4). H4 ainda os fungos saprofitas como Epicoccum e Nigrospora que sao

comumente detectados em sementes submetidas a andlise de sanidade (VECHIATO, 2010).

Figura 4 — Imagens microscépicas dos fungos patogénicos: (A) Alternaria sp.; (B) Curvularia sp.; (C) Fusarium
sp. Fonte: www.google.com.br

Os fungos associados as sementes podem ser divididos em dois grupos: fungos de
campo e fungos de armazenamento. Os fungos de campo estabelecem-se na semente durante
o periodo de crescimento e maturacdo, ou seja, antes da colheita. Apds essa fase, o grupo
denominado de fungos de armazenamento pode invadir a semente, tendo como principais
representantes os géneros Aspergillus e Penicillium (Figura 5), que causam podridao e

deterioracdo das mesmas (WETZEL, 1987; VECHIATO, 2010).
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Figura 5 — Imagens microscépicas dos fungos: (A) Aspergillus sp.; (B) Penicillium sp.
Fonte: www.google.com.br

A associag¢do de fungos com sementes pode ocorrer pela contaminagdo superficial ou
por colonizagdo dos tecidos internos. Quando a associagdo € superficial, ou seja,
externamente, o patégeno fica aderido a superficie da semente, sem infectd-la e € mais facil
controld-lo pelo tratamento das sementes. O maior desafio ao controle de patdgenos é
constituido por aqueles que colonizam os tecidos atuando internamente, pois ficam protegidos
contra a maioria dos tratamentos de desinfestagdo. Nestes casos, o patogeno poderad estar
presente em qualquer parte da semente, na casca, no endosperma e/ou no embrido, onde se
apresenta sob a forma de micélio dormente e deverd retomar o seu crescimento vegetativo
quando as sementes germinarem (DHINGRA et al., 1980).

Virias substancias com acdo germicida sdo utilizadas para fazer a desinfestacdo
superficial das sementes. Os mais comuns sdo o etanol 70% e os compostos a base de cloro,
como o hipoclorito de sédio (NaClO). As concentragdes das solugdes desinfestantes, assim
como as combinagdes dos principios ativos e os tempos de exposicdo da semente a elas
variam de acordo com o tipo de semente e de patégeno, bem como dos produtos quimicos
utilizados (WENDLING et al., 2006).

Sob essa perspectiva, a detec¢do e identificacdo de microrganismos em sementes
florestais nativas sdao de grande importancia, uma vez que as informagdes sobre a associacao
patégeno-semente, destas espécies, sdo escassas e pouco estudadas (BOTELHO et al., 2008;
CAMARGO, 2007). A identificacdo dos patégenos associados as sementes € a primeira etapa
de um estudo visando os danos que estes microrganismos podem causar as sementes € as
mudas (BOTELHO et al., 2008), o que permite recomendar tratamentos especificos para
organismos conhecidos por causar danos na espécie estudada (LAZAROTTO, 2010).

Entre as medidas preventivas para evitar perdas no campo, recomenda-se 0 emprego
de algumas técnicas de manejo, como o tratamento com produtos bioldgicos que também

poderdo ser associados aos quimicos. O tratamento biolégico, especialmente em sementes de
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espécies florestais nativas € a alternativa mais desejavel, pois € um método ndo poluente, nao
agride o meio ambiente, o controle é exercido pelo desequilibrio ecoldgico dos patdégenos
alvo e oferece uma agdo duradoura. Alguns bioprodutos a base do fungo Trichoderma
harzianum tém se mostrado eficientes e promissores no controle de fungos patogénicos
(VECHIATO, 2010). Além disso, espécies de trichoderma sdo utilizadas também como

promotoras da germinagdo de sementes e do crescimento vegetal (ALTOMARE et al., 1999).

1.4 Género Trichoderma

Espécies de Trichoderma, conhecidas comumente por trichoderma, compreendem
fungos de vida livre, que se reproduzem assexuadamente, presentes com mais frequéncia em
solos de regides de clima temperado e tropical. Esses fungos também colonizam madeira,
onde a fase sexual teleomorfa € frequentemente encontrada. Muitas linhagens ndo possuem
ciclo sexual conhecido (HARMAN et al.,, 2004a), sendo classificadas na sub-divisdo
Deuteromycotina. Os deuteromicetos sdo caracterizados pela producao de conidios, que sdo
esporos assexuais formados a partir de células conididégenas, contidas ou ndo em estruturas
especializadas, os conidiomas, ou ainda por fragmentacdo do talo micelial (KRUGER;
BACCHLI, 1995).

Algumas linhagens de trichoderma sdo utilizadas no controle biolégico de
fitopatégenos e na promoc¢ao de crescimento vegetal, devido a sua versatilidade de acdo,
como parasitismo, antibiose e competicdo; além de atuarem como indutores de resisténcia a
plantas contra doencgas e produzirem hormoénios de crescimento. Essas caracteristicas as
tornam os fungos mais pesquisados em condicdes de laboratorio, casa de vegetacdo e a campo
(ALTOMARE, et al., 1999; DELGADO et al., 2007; FILHO et al., 2008; HARMAN, 2000;
HOYOS-CARVAIJAL et al., 2009; LOUZADA, et al., 2009; RESENDE et al., 2004). Além
disso, ha dezenas de produtos a base de trichoderma disponiveis no mercado para
comercializacao (LOPES, 2009).

Desde o trabalho pioneiro de Weindling e Fawcett, em 1936, sobre o uso de isolados
de trichoderma no controle de doengas causadas em espécies de citros por Rhizoctonia solani,
estudos tém sido realizados, na tentativa de isolar fungos eficazes na repressao de doencgas de
plantas causadas por outros fungos. Pesquisas t€ém sido direcionadas para a promocao do
crescimento vegetal e apresentam aumento no crescimento e na produtividade de diversas
culturas como cravo, crisantemo, pepino, berinjela, ervilha, pimentdo, rabanete, tabaco,

tomate, alface, cenoura, milho, papoula, algodao, feijao, arroz, grao de bico, eucalipto, entre
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outras (ALMANCA, 2005; FILHO et al., 2008; FORTES et al., 2007; HOYOS-CARVAJAL
et al., 2009; JYOTSNA et al., 2008; RESENDE et al., 2004).

Os mecanismos de trichoderma na promog¢ao de crescimento vegetal, em auséncia de
fitopatdgenos, sdo pouco esclarecidos em comparagdo aos mecanismos de acdo envolvendo o
controle bioldégico (POMELLA; RIBEIRO, 2009). De acordo com pesquisa in vitro, realizada
por Altomare et al. (1999), a promocdo de crescimento em plantas promovida por T.
harzianum isolado T-22, estd na sua habilidade de solubilizar nutrientes importantes para a
planta. Segundo Baugh e Escobar (2007), a a¢do de trichoderma como estimulador do
crescimento vegetal é complexa e realizada por interacoes com fatores bioquimicos e

producdo de diversas enzimas e compostos benéficos.

1.4.1 Mecanismos de acdo de Trichoderma

Viérios sdao os mecanismos de acdo de trichoderma no controle bioldgico de
fitopatdgenos e na promocgao do crescimento vegetal existentes. Cabe ressaltar que, de acordo
com Harman (2000), provavelmente existam outros mecanismos que ainda nao foram

descobertos.

1.4.1.1 Parasitismo

O parasitismo designa uma relagdo nutricional entre dois seres vivos em que um dos
componentes da relacdo, o parasita, obtém todo ou parte de seu alimento as custas do outro
componente, 0 hospedeiro. O hiperparasitismo € um nivel mais elevado de parasitismo, no
qual o hospedeiro é também um parasita (STADNIK; BETTIOL, 2000). Trichoderma possui
caracteristica hiperparasita, pois pode detectar e localizar hifas de fungos suscetiveis,
crescendo em sua dire¢do, presumivelmente em resposta a estimulos quimicos produzidos
pela hifa hospedeira e formar estruturas semelhantes a apressorios utilizadas para enrolar-se
fortemente em toda a sua extensdo para, entdo, penetrar e digerir a hifa (MELO, 1998).
Harman (2000) denomina esse mecanismo de micoparasitismo e ressalta ser um importante
mecanismo de acdo de biocontrole.

O processo descrito acima € complexo, envolvendo o crescimento do agente de
biocontrole em dire¢do aos fungos-alvo, mediado por reconhecimento do patégeno, fixacao
das hifas de trichoderma sobre as hifas do patégeno e, finalmente, ataque e dissolucdo da

parede do fungo-alvo, pela atividade das enzimas que sintetiza. Assim, a relagdo hospedeiro-
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parasita € caracterizada por um periodo relativamente longo de contato, que pode ser fisico ou
metabdlico com digestdo por enzimas hidroliticas, como, quitinases, proteases, glucanases e

lipases (BETTIOL, 1991; MELO; FAULL, 2000).

1.4.1.2 Antibiose

A antibiose € definida como a interacdo na qual um ou mais metabdlitos produzidos
por um organismo tém efeito danoso sobre o outro (STADNIK; BETTIOL, 2000). Dentre as
substancias que podem ser sintetizadas, muitas espécies ja estudadas produzem metabdlitos
secunddrios toxicos, como antibidticos e enzimas liticas capazes de inibir e destruir
propdgulos de fungos fitopatogénicos. Esses metabdlitos podem ser voldteis e ndo-volateis.
Dos antibiéticos produzidos por trichoderma, Bastos (1991) cita gliotoxina, viridina,
trichodermina, suzucacilina, alameticina e dermadina, os quais t€ém a capacidade de inibir o
desenvolvimento de outros fungos. Em torno de 40 substincias produzidas por trichoderma
possuem atividade antibidtica, ndo incluindo as enzimas (HARMAN, 2000).

Harman (2000) considera a inativagdo de enzimas de patégenos outro mecanismo de
biocontrole. De acordo com pesquisas realizadas pelo autor, o fungo patogénico Botrytis
cinerea depende da producdo de enzimas pectinoliticas, cutinoliticas e celuloliticas para
infectar as plantas. No entanto, os conidios de duas linhagens de Trichoderma harzianum
(T39 e NCIM1185), quando aplicados nas folhas, produzem uma protease que € capaz de
degradar enzimas sintetizadas pelo patégeno, que sdo utilizadas por este para destruir a parede
celular das plantas, reduzindo, assim, a capacidade do patégeno infectar o vegetal. As

proteases podem ser diretamente toxicas para a germina¢do do patdgeno.

1.4.1.3 Competicdo

A competi¢do € um processo referente a interacdo entre dois ou mais organismos,
empenhados na mesma acdo, dependentes de um ou mais fatores iguais, necessarios a
sobrevivéncia. Essa competicdo pode ocorrer por espago, oxigénio e principalmente por
nutrientes. A competi¢do por nutrientes ¢ um mecanismo importante, pois muitos fungos
fitopatogénicos sdo sensiveis a falta de alguns nutrientes (BENITEZ et al., 2004). Esse é
considerado um dos cldssicos mecanismos de biocontrole. Trichoderma compete com
fitopatdgenos pelos exsudatos liberados pelas sementes no processo de germinagdo os quais

estimulam a germinacao de fungos fitopatogénicos (HARMAN, 2000).
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1.4.1.4 Inducdo de resisténcia

A inducdo de resisténcia por trichoderma € um mecanismo de a¢do que vem sendo
pesquisado nos ultimos anos. As plantas levadas ao estado de induc¢do apresentam aumento
nas atividades de enzimas, tais como, quitinases, glucanases e peroxidases, envolvidas nas
rotas de percepcdo da presenca de patdégenos em potencial e nas rotas de sinalizagdo
bioquimica a pontos distantes do sitio onde o sinal foi originado (ROMEIRO, 2007). Por
consequéncia, verifica-se um aumento nas atividades de enzimas envolvidas na sintese de
componentes de resisténcia (HWANG; BENSON, 2002; SNEH; ICHIELEVICH-AUSTER,
1998).

1.4.1.5 Promocgao de crescimento vegetal

A promocdo de crescimento pela aplicagdo de trichoderma foi inicialmente
relacionada ao controle bioldgico dos microrganismos prejudiciais presentes no solo. Na
auséncia de fitopatégenos, o crescimento tem sido relacionado a producdo de hormonios ou
outros fatores de crescimento, além de maior disponibilidade e eficiéncia na absorcdo de
alguns nutrientes pela planta (LUCON, 2009).

Alguns isolados de trichoderma sdo capazes de atuar como bioestimulantes do
crescimento radicular através de fitohormonios e melhorando a utilizacdo de nutrientes pela
planta, o que aumenta a resisténcia diante de fatores bidticos ndo favordveis, além de degradar
fontes de nutrientes que sdo importantes para o desenvolvimento do vegetal (HARMAN,
2000; HARMAN et al., 2004b).

Filho et al., (2008) observaram produ¢do de acido indolacético (AIA) em isolados de
trichoderma. De acordo com os resultados obtidos, nos isolados CEN 209 e CEN 500, a
producdo desse hormoénio foi detectada em baixos niveis, no entanto, o isolado CEN 262
revelou niveis consideravelmente superiores em relacdo aos demais isolados pesquisados. A
concentracdo elevada de AIA verificada nas andlises do isolado CEN 262 sdo compativeis
com os valores obtidos nos experimentos relativos ao desenvolvimento de miniestacas de
eucalipto clonal, que atingiu aumento de 137%, 145% e 43% da parte aérea, da raiz e na
altura das plantas, respectivamente, comparados ao controle.

Em pesquisas realizadas com a planta Arabidopsis thaliana foi estudado o papel de
uma auxina na regulacdo do crescimento da planta em resposta a inocula¢io de Trichoderma

virens e Trichoderma atroviride, desenvolvendo um sistema de interacdo fungo-planta, o qual
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resultou em caracteristicas fenotipicas relacionadas com a auxina, como o aumento da
producdo de biomassa e estimulagcdo do desenvolvimento das raizes laterais (CONTRERAS-
CORNEJO et al., 2009).

A promogdo de crescimento pode também estar relacionada a solubilizagdo de
nutrientes necessarios as plantas. Altomare et al. (1999) mostraram que um isolado de T.
harzianum teve habilidade para solubilizar nutrientes a partir de compostos como rochas de
fosfato, 6xido de manganés, 6xido de ferro e zinco metélico. Alguns autores citam que essa
solubilizacdo seria devido a liberacdo de dcidos orgéanicos e consequente acidificagao do
meio, porém Altomare et al. (1999) ndo verificaram um aumento na presenca desses dcidos
nos testes realizados.

Hoyos-Carvajal et al. (2009), avaliaram a producio de metabdlitos de 101 isolados de
trichoderma da Coldmbia, 20% foram capazes de produzir formas soliveis de fosfato de
rocha fosfatica, 8% das amostras avaliadas mostraram capacidade de produzir sideréforos
consistentes para converter ferro a formas soluveis, 60% produziram acido indol-3-acético
(AIA) ou andlogos a auxina. A producdo de metabdlitos € uma caracteristica de isolados
especificos, podendo variar muito entre as espécies. Assim, segundo os referidos autores, nem
todas as substancias produzidas pelos isolados avaliados se correlacionaram com a promog¢ao
do crescimento vegetal, sendo que, somente sete isolados aumentaram significativamente o
crescimento das mudas de feijdo.

Diante o exposto, diversos fatores podem afetar o potencial germinativo das sementes,
prejudicando além da germinagdo, o desenvolvimento inicial das plantulas. Portanto, o
estabelecimento de protocolos de germinacdo de sementes e testes de sanidade se faz
necessdrio, além de metodologias alternativas que visem a promocdo da germinagdo e do
crescimento vegetal. Para isso é imprescindivel conhecimento mais aprofundado por

pesquisas envolvendo espécies nativas, tendo em vista a obtencdo de mudas vigorosas e com

qualidade para os mais diversos interesses.



CAPITULO 11

TEMPERATURA, LUZ E ASSEPSIA NA (}ERMINACAO DAS
SEMENTES E SANIDADE DOS DIASPOROS DE
Gochnatia polymorpha (LESS.) CABRERA

RESUMO

Gochnatia polymorpha (cambard), espécie florestal nativa pertencente a familia
Asteraceae, ¢ recomendada para recuperacdo de dreas degradadas, utilizada na medicina
popular e sua madeira € usada para diversos fins. Devido a necessidade da obtencdo de mudas
para restauracdo florestal e para fins de exploracdo comercial se faz necessdario o
conhecimento da qualidade fisiolégica e sanitidria das sementes. Este trabalho objetivou
avaliar a influéncia da temperatura, da luz e do hipoclorito de sédio (NaClO) na germinagao
das sementes e na contaminagdo dos didsporos de G. polymorpha, além de identificar os
fungos associados aos didsporos. Para o teste de germinacdo, os didsporos previamente
desinfestados em dlcool 70% e NaClO 2%, foram submetidos as temperaturas constantes de
15°, 20°, 25° e 30°C em dois regimes de luz, fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo. O
efeito do NaClO foi avaliado nas concentragdes de 0, 1, 2, 3 e 4% em didsporos com e sem
papus. Nos dois estudos os didsporos foram colocados em placas de Petri contendo meio de
cultura dgar-d4gua, 0,7%, pH ajustado a 5,8 * 0,2. Os métodos utilizados para o teste de
sanidade foram o papel de filtro e o plaqueamento em meio de cultura BDA, em didsporos
com e sem papus, na auséncia e presenca de assepsia com NaClO 1%. As sementes germinam
tanto na presenga quanto na auséncia de luz, sendo que as temperaturas de 15° e 20°C sao as
mais adequadas, promovendo as maiores porcentagens (9,83 e 11,50%, respectivamente) e
velocidade de germinacao (0,187 e 0,354 no fotoperiodo de 16 horas; 0,248 e 0,247 no escuro
continuo). As diferentes concentracdes de NaClO testadas ndo interferem na germinacgdo das
sementes, mas as menores médias de contaminacdo dos didsporos com papus s3ao nas
concentracoes 0% (27%) e 4% (44%). Os didsporos sem papus apresentam as menores médias
de contaminacdo nas concentracoes 3, 4 € 0% (18, 13 e 21%, respectivamente). Os géneros
fungicos identificados nos didsporos sao Bipolaris, Alternaria, Cladosporium, Phoma,
Aspergillus e Epicoccum.

Palavras-chave: Espécie florestal. Espécie Nativa. Qualidade fisiologica. Qualidade
sanitdria. Desinfestacdo de didsporos.
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2.1 Introducao

Devido a exploracdo dos recursos naturais, principalmente das espécies arbodreas,
visando o uso da madeira e a abertura de novas dreas para a agricultura, as florestas nativas
encontram-se fragmentadas e reduzidas a por¢des muito pequenas em relagdo as suas dreas
originais. Dessa forma, visando programas de recuperacdo ambiental, a demanda por mudas
florestais nativas tem sido crescente (REGO et al,. 2009; VECHIATO, 2010).

Gochnatia polymorpha conhecida no Rio Grande do Sul por cambard, ¢ uma espécie
arborea pertencente a familia Asteraceae, nativa e com distribuicio em vdrios estados
brasileiros. A espécie proporciona madeira propria para obras imersas, construcdo civil e
moirdes. O tronco e as raizes produzem curvas para embarcacdes, carvao e lenha de boa
qualidade. Apresenta caracteristicas ornamentais, medicinais, sendo as folhas e cascas
utilizadas na forma de chds para afec¢des bronco-pulmonares e as flores sdo meliferas
(BACKES; IRGANG, 2002; LORENZI, 1998; STEFANELLO et al., 2006). Também ¢
recomendada para arborizacdo urbana e recuperacao de ecossistemas degradados. Apresenta
possibilidades para a conservagao do solo, sendo indicada como planta fixadora de barrancas
de rios e reposi¢do de mata ciliar (CARVALHO, 1994; 2003; GLUFKE, 1999; JUNIOR et
al., 2005; PINA-RODRIGUES et al., 2007).

Visto que, a maioria das espécies florestais nativas € propagada por sementes, 0O
sucesso na formagdao de mudas depende do conhecimento do processo germinativo de cada
espécie e da qualidade da semente utilizada (REGO et al,. 2009). Nas Regras para Andlise de
Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), ha metodologias definidas para testes de qualidade das
espécies de alto valor comercial para o Brasil, mas as espécies florestais brasileiras
representam 0,2%, dado inexpressivo diante da biodiversidade que compde os biomas
vegetais brasileiros (FIGLIOLIA et al., 2007, PINA-RODRIGUES et al., 2004).

A abertura de clareiras nas florestas altera a temperatura e os espectros de luz que
atingem o solo, estimulando a germinagdo de sementes. No entanto, a germinagdo de algumas
espécies € favorecida por temperaturas constantes e ndo € estimulada pela luz. Em razao
disso, a influéncia destes fatores na germinacdo de sementes florestais tem sido estudada
como uma forma de avaliar as condicdes ecoldgicas favordveis ao processo germinativo em
ambientes naturais (BRANCALION et al., 2008; NASSIF et al., 1998), principalmente de
espécies com baixo poder germinativo, como G. polymorpha (CARVALHO, 2003).

A temperatura para a germinacdo pode ser expressa em minima, mixima e Otima,

sendo Gtima aquela em que ocorre 0 maximo de germinag¢do em tempo relativamente curto
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(MACHADO et al., 2002). A temperatura adequada para a germinagdo de sementes arboreas
nativas vem sendo determinada por alguns pesquisadores. Como exemplo, foi determinado a
temperatura de 25°C para angico-vermelho (Parapiptadenia rigida) (MONDO et al., 2008),
30°C para canafistula (Peltophorum dubium) (OLIVEIRA et al., 2008), 25 a 35°C para ipé-
amarelo (Tabebuia serratifolia) MACHADO et al., 2002) e 20, 25, 35°C ou alternadas 20-
30°C para barbatimao (Stryphnodendron adstringens) (MARTINS et al., 2008).

Referente a sensibilidade luminosa, existe uma ampla variacdo nas respostas
germinativas (FERREIRA, 2004; MENEZES et al., 2004; NASSIF et al., 1998). H4 sementes
que necessitam de luz para germinar, sdo as fotobldsticas positivas, a exemplo do guabiju
(Myrcianthes punges) (SANTOS et al., 2004); espécies em que a germinagdo € inibida pela
luz, sdo as fotobldsticas negativas, como o cravo-do-mato (Tagetes minuta) (FERREIRA et
al., 2001); além de espécies que se apresentam indiferentes a luminosidade, sdo as
fotobldsticas neutras ou ndo fotoblasticas, a exemplo da aroeira (Myracrodruon urundeuva)
(SILVA et al., 2002) e angico-vermelho (Parapiptadenia rigida) (MONDO et al., 2008).

A associacdo de microrganismos as sementes também influencia na qualidade das
mesmas (LUCCA FILHO, 1987). A presenca de patégenos pode resultar na reducdo do
potencial germinativo, vigor, emergéncia, periodo de armazenamento e rendimento
(ARAUJO; ROSSETTO, 1987; PEDROSO, 2009). Esses patégenos podem atacar nio sé a
semente, mas também a plantula quando esta estiver emergindo do solo (DHINGRA et al.,
1980). Além disso, as sementes infectadas podem disseminar agentes fitopatogénicos de uma
regido para outra, podendo contaminar dreas isentas de doencas (LAZAROTTO, 2010).

Vérios microrganismos podem causar prejuizos as culturas quando associados as
sementes, porém aos fungos deve ser dada maior atencao, considerando o grande numero de
espécies fitopatogénicas e por sua capacidade de sobreviver, nas condi¢des de ambiente
adequadas a manutencdo da viabilidade das sementes, durante o periodo de armazenamento
(CHEROBINI, 2006; KRUPPA; RUSSOMANNO, 2009).

Alguns trabalhos foram conduzidos, verificando-se a presenca de fungos em sementes
florestais. Espécies dos géneros Aspergillus, Alternaria, Curvularia, Phoma, Cladosporium,
Cylindrocladium, Colletotrichum, Ulocladium, Fusarium, Epicoccum, Nigrospora, Mucor,
Periconia, Penicillium, Pestalotia, Rhizopus, Rhizoctonia, Trichothecium, dentre outros,
foram detectados em sementes de espécies florestais, diminuindo a sua qualidade
(BITENCOURT; HOMECHIN, 1998; MAGALHAES et al., 2008; MUNIZ et al., 2007;
MARTINELLI-SENEME, et al., 2006; PADULLA et al., 2010; SANTOS, et al., 2001).
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Alguns géneros sdo considerados potencialmente patogénicos as sementes florestais, como
Alternaria e Phoma (VECHIATO, 2010).

A identificacdo de microrganismos em sementes florestais nativas € necessdria, pois
informacdes sobre a associa¢do patégeno-semente envolvendo estas espécies sdo escassas e
pouco estudadas (BOTELHO, et al., 2008; CAMARGO, 2007), além de ser a primeira etapa
para avaliar os danos que podem causar as sementes e as mudas (BOTELHO et al., 2008), o
que permite recomendar tratamentos especificos para organismos conhecidos por causar
danos na espécie estudada (LAZAROTTO, 2010).

Em testes de germinacdo em laboratorio, varias substincias com ag¢do germicida sdo
utilizadas para fazer a desinfestagc@o superficial das sementes, visando reduzir a incidéncia de
patégenos e promover a germinacdo. Os mais comuns sdo o etanol 70% e os compostos a
base de cloro, como o hipoclorito de sédio (NaClO). As concentragdes das solucdes
desinfestantes variam bastante, de acordo com o tipo de semente e de patdgeno, bem como
dos produtos utilizados (WENDLING et al., 2006).

Diante o exposto, se faz necessdrio estudar a qualidade fisiolégica e sanitdria de
sementes florestais nativas em diferentes regides, como contribui¢do para a padronizacdo das
normas e obtencdo de informagdes para o cultivo de mudas. G. polymorpha, assim como
outras espécies, tiveram suas populacOes naturais devastadas pela acdo antrépica, sendo a
conservacgdo genética desta de suma importancia, garantindo a preservacao dos seus genes.

Tendo em vista que estudos de germinacdo de sementes florestais nativas merecem
atencdo, tanto para a preservacdo quanto para a utilizacdo comercial, que as informagdes
sobre a associacdo patdgeno-sementes florestais nativas sdo escassas e existirem raros estudos
com G. polymorpha, este trabalho objetivou avaliar a influéncia da temperatura, da luz e do
hipoclorito de s6dio (NaClO) na germinacdo das sementes e na contaminacdo dos didsporos,

além de identificar os fungos associados aos didsporos.

2.2 Material e métodos

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais e no Laboratério de Interagdo Planta-Microrganismo pertencentes ao Departamento
de Biologia, do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa

Maria, Santa Maria - RS.
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2.2.1 Material botanico

Foram coletados ramos com infrutescéncias de G. polymorpha em uma populacido
natural no Distrito Boca do Monte no municipio de Santa Maria — RS (29° 41* 43,311°’S 53°
48 41,0417°0). Realizaram-se duas coletas em 2010, sendo uma no més de janeiro e a outra
no més de margo; e uma coleta em 2011, no més de janeiro, na mesma localidade. As
infrutescéncias secaram aproximadamente em quatro dias a temperatura ambiente e, apds foi
realizada a extragdo manual dos didsporos (cipsela com papus), que foram armazenados sob
refrigeragdio a 8 * 2°C até a implantagio dos experimentos.

Duas exsicatas foram incorporadas ao herbario do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria, uma proveniente da coleta realizada em janeiro de 2010
sob o ndmero de registro SMDB — 12.944 e outra proveniente da coleta realizada em 2011 sob

o numero de registro SMDB — 13.139.

2.2.2 Determinagdo do grau de umidade

O teor de dgua dos didsporos, coletados em 2010 e 2011, foi determinado pelo método
de estufa a alta temperatura (BRASIL, 2009). Utilizaram-se quatro amostras de 1 g de
didsporos, colocados em estufa a uma temperatura de 105°C, com oscilagcdes de + 3°C,
durante um periodo de 24 horas. Os resultados foram expressos em porcentagem com base no

peso tmido.

2.2.3 Experimentos preliminares: época de coleta, sistema de cultivo e didsporos com e sem

papus na germinacdo das sementes de G. polymorpha

Foram realizados testes prévios, a fim de se determinar a influéncia da época de coleta,
sistema de cultivo e a presenca ou auséncia de papus nos didsporos, na porcentagem total de
germinacdo das sementes. Os tratamentos com as maiores médias foram utilizados no
experimento em que se avaliou a influéncia da temperatura e da luz na qualidade fisiolégica
das sementes.

Com diasporos coletados em janeiro e marco de 2010, separadamente, foram avaliadas
combinacdes de dois fatores: sistema de cultivo (papel de filtro em caixas gerbox e meio de
cultura dgar-dgua em placas de Petri) e presenca ou auséncia de papus, totalizando quatro

tratamentos em cada experimento.
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Os dois sistemas de cultivo constaram de caixas gerbox (11x11 cm), previamente
esterilizadas com NaClO 10% e alcool 70%, forradas com trés folhas de papel de filtro
umedecidas com 4gua destilada e autoclavada, o equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco
(BRASIL, 2009); e placas de Petri (9 cm de diametro) que continham cerca de 35 mL de meio
de cultura dgar-dgua, dgar 0,7% e pH ajustado a 5,8 * 0,2.

Uma parte dos didsporos passou por um processo de extracdo dos papus, o qual foi
realizado manualmente com o auxilio de uma pinca.

Antes da instalacdo do experimento, em condi¢des assépticas, tanto os didsporos com
papus quanto os sem papus, passaram por um processo de desinfestacdo, que consistiu na
imersdo desses por um minuto em &dlcool 70%, 15 minutos em solu¢do de NaClO 2%,
acrescida de duas gotas de detergente liquido e uma lavagem em 4dgua destilada e autoclavada.
Ap6s a distribuicao dos didsporos nos sistemas de cultivo, as parcelas foram mantidas em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura ambiente.

As avaliagdes constaram da contagem das sementes germinadas, por 40 dias, a contar
da instalacdo do experimento e o resultado foi expresso em porcentagem de germinac¢io no
final do teste. Como critério de avaliacdo, considerou-se semente germinada pela emissdo da
radicula, conforme Borghetti e Ferreira (2004).

Para cada experimento (coleta de janeiro e marco) foram avaliados quatro tratamentos
em um fatorial 2 x 2 (sistema de cultivo x presenca e auséncia de papus) conduzidos no
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por tratamento; cada parcela

experimental constituida por 50 didsporos, totalizando 200 por tratamento.

2.2.4 Temperatura e luz na germinacao in vitro das sementes de G. polymorpha

Neste experimento e nos demais, descritos a seguir, utilizaram-se didsporos
provenientes da coleta realizada em janeiro de 2011.

Foram testadas combinacdes de quatro temperaturas (15, 20, 25 e 30°C) e dois
regimes de luz (fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo). Utilizaram-se placas de Petri (9
cm de didmetro) contendo meio de cultura dgar-dgua, dgar 0,7% e pH ajustado a 5,8 * 0,2.
Antes da instalacdo do experimento, em condi¢Oes assépticas, os didsporos passaram por um
processo de desinfestacdo, o qual consistiu da imersdo por um minuto em &dlcool 70%, 15
minutos em solucdo de NaClO 2%, acrescida de duas gotas de detergente liquido e trés
lavagens em 4gua destilada e autoclavada (WENDLING et al., 2006). As parcelas foram

mantidas em camaras climdticas do tipo Biosystem Organized Development (BOD) com
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fotoperiodo de 16 horas, aquelas submetidas ao escuro continuo foram cobertas com papel
aluminio e mantidas nas mesmas camaras.

As avaliagdes constaram da contagem das sementes germinadas, diariamente, por 30
dias, a contar da instalacdo do experimento. As parcelas mantidas sob o escuro continuo
foram avaliadas em sala escura com luz verde. O critério de avaliagdo considerado para a
germinagdo foi a emissao da radicula (BORGHETTI; FERREIRA, 2004). Foram realizadas as
seguintes andlises:

Porcentagem de germinagdo: determinou-se aos 30 dias, através do ndmero de
sementes germinadas em relacdo ao ndmero de didsporos colocados para germinar
(BORGHETTT; FERREIRA, 2004).

Primeira contagem de germinagdo: realizou-se aos 20 dias, os resultados foram
expressos em porcentagem (NAKAGAVA, 1994).

Indice de velocidade de germinacdo (IVG): foi calculado o IVG somando-se o niimero
de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo respectivo nimero de dias transcorridos a
partir da semeadura, conforme Maguire (1962) (NAKAGAVA, 1994).

Porcentagem de didsporos contaminados: determinada aos 30 dias, através do niimero
de didsporos contaminados por fungos em relacdo ao nimero colocado para germinar.

Foram avaliados oito tratamentos em um experimento fatorial 4 x 2 (temperaturas x
regime de luz) conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢des por
tratamento; cada parcela experimental constituida por 50 didsporos, totalizando 300 por

tratamento.

2.2.5 Influéncia da assepsia com hipoclorito de sddio na germinacdo das sementes € na

contaminacdo dos didsporos de G. polymorpha

Foram avaliadas cinco concentracdes de hipoclorito de s6dio (NaClO) (0, 1, 2, 3 e 4%)
em didsporos com e sem papus. A assepsia constou da imersdo dos didsporos por 1 minuto em
alcool 70%, 15 minutos em solu¢do de NaClO nas concentragdes de 1, 2, 3 e 4% e trés
lavagens em dgua destilada e autoclavada.

Utilizaram-se placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo meio de cultura dgar-agua
0,7% e pH ajustado a 5,8 * 0,2. As parcelas foram mantidas em sala de crescimento, com
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 * 2°C. As avaliacdes constaram da contagem das
sementes germinadas e da contagem dos didsporos contaminados. O critério de avaliacdo

considerado para a germinacao foi a emissdo da radicula (BORGHETTI; FERREIRA, 2004).
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Porcentagem de germinagdo: determinada aos 30 dias, através do numero de sementes
germinadas em relacdo ao numero de didsporos colocados para germinar (BORGHETTI;
FERREIRA, 2004).

Porcentagem de didsporos contaminados: determinada aos 30 dias, através do nimero
de didsporos contaminados por fungos em relacdo ao nimero disposto para germinar.

Foram avaliados dez tratamentos em um experimento fatorial 5 x 2 (concentragdes de
NaClO x presenca e auséncia de papus) conduzido no delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes por tratamento; cada parcela experimental constituida por 25 didsporos,

totalizando 100 por tratamento.

2.2.6 Analise estatistica

Os dados em porcentagem, quando necessario, foram transformados para o arcoseno
da raiz quadrada, submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa estatistico Assistat 7.6
beta (SILVA; AZEVEDO, 2009). Os dados que ndo atenderam as pressuposi¢des de
normalidade dos erros e homogeneidade das variincias foram submetidos ao procedimento de
transformagdo Box Cox antes da ANOVA, e quando necessdrio foi aplicado o teste de

Kruskal-Wallis pelo programa estatistico Action 2.2.

2.2.7 Identificacao dos fungos associados aos didsporos de G. polymorpha

Para avaliar a qualidade sanitaria dos didsporos foi realizado um experimento fatorial
2 x 2 x 2 (método papel de filtro e plaqueamento em meio dgar sélido x didsporos com e sem
papus x auséncia e presenca da assepsia com NaClO 1%).

No método papel de filtro utilizaram-se caixas plasticas tipo gerbox (11 x 11 cm) com
trés folhas de papel de filtro esterilizadas em autoclave (120°/40 minutos) umedecidas com
dgua destilada e esterilizada, equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. No método de
plaqueamento em meio dgar sélido, utilizou-se meio de cultura BDA (200g de batata, 20g de
dextrose, 15g de dgar e 1000 mL de dgua destilada).

Nos tratamentos em que se utilizaram didsporos sem papus, estes foram extraidos
manualmente com o auxilio de uma pinca. Nos tratamentos com presenca de assepsia, 0s

didsporos foram imersos por 1 minuto em alcool 70%, posteriormente em solucdo de NaClO
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1% por 10 minutos e trés lavagens em dgua destilada e autoclavada (HENNING, 2005; PINA-
RODRIGUES et al., 2004).

As parcelas foram incubadas durante oito dias a 25°C, em um regime alternado de luz
(12 horas luz e 12 horas escuro). Decorrido o periodo de incubagdo, procedeu-se a avaliacao.
Nos tratamentos pelo método do papel de filtro, a incidéncia de cada contaminante foi
verificada por didsporo. Nos tratamentos pelo método de plaqueamento em meio de cultura
BDA, a incidéncia foi analisada pelo exame macroscopico e contagem do nimero de coldnias
formadas pelos fungos (CARNEIRO, 1987). Em ambos os métodos realizou-se o isolamento
dos fungos em meio de cultura BDA. A identificacdo foi feita pela confeccao de laminas e
observacdo das estruturas fungicas em microscopio optico comparando com as caracteristicas
descritas em literatura especifica (BARNETT; HUNTER, 2006).

Foram avaliados oito tratamentos dispostos no delineamento inteiramente casualizado,
com oito repeti¢des por tratamento; cada parcela experimental constituida por 25 didsporos,
totalizando 200 por tratamento. Foram calculadas as médias em porcentagem das parcelas e

essas foram submetidas a analise descritiva.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Determinacdo do grau de umidade

Na Tabela 1 encontram-se os resultados do teor de dgua dos didsporos de G.
polymorpha, determinados antes da implantacdo dos experimentos. Os valores variaram de
7,23 a 12,98% entre os lotes. Segundo Botelho (2006), a determinacdo do conteido de agua
nas sementes pode fornecer informagOes para preservar suas qualidades fisiologicas e

sanitdrias durante um determinado periodo de armazenamento.

Tabela 1 — Médias do grau de umidade dos didsporos de Gochnatia polymorpha coletados em
2010 e 2011 no distrito Boca do Monte. Santa Maria — RS (2011).

Amostras Grau de umidade (%)
Janeiro de 2010 7,77
Margo de 2010 12,98

Janeiro de 2011 7,23
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A determinag¢do do grau de umidade de sementes vem sendo realizada por alguns
pesquisadores, permitindo classifica-las em ortodoxas ou recalcitrantes (LIMA JUNIOR,
2010). As ortodoxas sao tolerantes a perda de 90 a 95% de dgua durante o desenvolvimento e
a dessecacdo, ja as recalcitrantes, nao toleram a dessecacdo na maturidade e, em geral, t€ém
periodos de vida muito limitados no armazenamento (CASTRO et al., 2004b).

Melo et al. (2007), pesquisando o desempenho germinativo de didsporos de arnica
(Lychnophora pinaster — Asteraceae), verificaram que o grau de umidade apresentado foi
entre 9 e 13%. Noébrega et al. (1995), determinaram 14,1 a 15%, o grau de umidade em
didsporos de camomila (Matricaria recutita - Asteraceae). Nao foram encontrados relatos do
grau de umidade em didsporos de G. polymorpha que permitam relacionar aos resultados
obtidos, entretanto, Wielewicki et al. (2006), realizaram uma andlise em dados de pesquisa do
teor de 4gua de sementes de 27 espécies florestais nativas do sul do Brasil e estabeleceram
que 21 das espécies estudadas apresentaram comportamento ortodoxo e teor de dgua médio
entre 6,6 € 19,8%, o que permite sugerir que didsporos de G. polymorpha sdo ortodoxos € o

grau de umidade obtido estd de acordo com a média encontrada em espécies relacionadas.

2.3.2 Experimentos preliminares: época de coleta, sistema de cultivo e didsporos com e sem

papus na germinagdo das sementes de G. polymorpha

Os resultados da Tabela 2 referem-se a germinagcdo das sementes provenientes dos
didsporos coletados em janeiro de 2010 e demonstram que os tratamentos em placas de Petri
contendo meio de cultura dgar-dgua apresentaram maior média de germinacdo em relacdo ao
papel de filtro em caixas gerbox, diferindo estatisticamente. Além disso, sementes
provenientes de didsporos com papus, apresentaram maior média de germinacdo em relagcdo
as provenientes dos didsporos sem papus.

A germinacdo das sementes provenientes dos didsporos coletados em marco de 2010,
foi praticamente nula (0,75% - dados ndo demonstrados), por este motivo ndo foi realizada
andlise estatistica. Assim, os didsporos coletados em janeiro, quando os frutos estavam
imaturos por apresentarem coloragdo verde, proporcionaram maior média de germinagdo em
relacdo aos coletados em margo, quando os frutos estavam maduros, com coloracdo marrom e

em plena dispersdao anemocorica.
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Tabela 2 — Germinacao das sementes de Gochnatia polymorpha em dois sistemas de cultivo,
na presenca e auséncia de papus nos didsporos, coletados em janeiro de 2010. Santa Maria -
RS (2011).

Sistema de cultivo Germinacao (%)
Papel de filtro em gerbox 18,75 b*
Agar-agua em placas de Petri 24,50 a
Tipo de didsporos Germinacao (%)
Com papus 32,00 a
Sem papus 11,25b
CV % 23,62

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Esse resultado esta de acordo com Figliolia e Pifia-Rodrigues (1995), os quais dizem
que a maturacdo da semente € um processo que pode ocorrer independentemente da
maturagdo do fruto. Muitas vezes, a coleta de sementes utilizando como padrao a modificacao
da cor do fruto verde para marrom, por exemplo, ndo indica necessariamente que a semente
esteja no seu potencial maximo germinativo. A exemplo do angico (Anadenanthera falcata),
em que o indice de maturacdo se dd quando os frutos estdo verde-amarronzados, além de
copaiba (Copaifera langsdorffii) e jacarandd (Dalbergia nigra), em que o indice de maturacao
das sementes se dd com os frutos ainda de cor verde.

Segundo Pifia-Rodrigues et al. (2007), a obtencdo de sementes de boa qualidade
depende da coleta em época adequada, evitando a deterioracdo acelerada que ocorre durante a
sua permanéncia no campo, sujeita a predacdo e oscilagcdes de temperatura e umidade. No
entanto, as determinagdes de indices de maturacdo, geralmente sdo efetuadas com base em
conhecimentos empiricos e sdo poucas as pesquisas com a finalidade de obter indices
baseados na obtencao de sementes em sua mdxima capacidade germinativa e vigor. Conforme
os autores, em sementes florestais no dominio da Mata Atlantica, os temas maturagao,
patologia, fenologia e colheita apresentam o menor percentual de pesquisa, menos de 1,3%.

Conforme Carvalho (2003), no Rio Grande do Sul, os frutos de G. polymorpha
amadurecem de abril a maio, entretanto, Lorenzi (1998), menciona que a maturagdo ocorre de
dezembro a fevereiro. Baseado na oposicao das informagdes disponiveis na literatura, os
experimentos preliminares visaram determinar apenas, entre duas épocas de coleta, janeiro e
marco, a que apresentaria maior poder germinativo para dar sequéncia aos demais

experimentos. Contudo, de acordo com os resultados obtidos, verifica-se a necessidade de
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pesquisas baseadas em parametros morfo-fisioldgicos que definam o indice de maturidade das
sementes dessa espécie.

Quanto ao sistema de cultivo, dgar-dgua em placas de Petri proporcionou maior média
de germinacdo em relac@o ao papel de filtro em caixas gerbox. Esse resultado pode ser devido
as variagdes que estavam expostas as caixas gerbox, devido a adi¢do de 4gua para o
umedecimento do substrato a cada quatro ou cinco dias, o que pode ter ocasionado oscilacdes
de temperatura, contaminagao por microrganismos e falta ou excesso de umidade.

O substrato deve ser, durante todo o teste de germinacdo, suficientemente imido a fim
de dar as sementes a quantidade de 4gua necessdria para a sua germinag¢do, sendo que a adicao
de dgua deve ser evitada sempre que possivel, pois aumenta a variacdo entre as repeti¢oes
(BRASIL, 2009). Essa recomendacdo das RAS dificulta o teste de germinacdo de G.
polymorpha, em laboratério, utilizando como substrato o papel de filtro, pois a germinagao
iniciou oito dias apds a instalacdo do experimento e apresentou-se de forma lenta, exigindo a
adi¢do de 4gua constantemente no substrato. O teste teve duracdo de 40 dias e observou-se
germinagdo até o 35° dia. Embora nos ultimos 10 dias tenha germinado apenas 0,40%, a
duracdo do teste deve ser no minimo 30 dias, o que exige a adi¢do de dgua.

De acordo com Ferreira (2004), o 4gar € uma possibilidade para o teste de germinacao
em laboratdrio, pois evita a falta ou excesso de dgua, mantendo uma propor¢cdo adequada.
Ferreira et al. (2001), utilizaram agar em testes de germinacdo com didsporos de Asteraceae
nativas do Rio Grande do Sul; Rosa e Ferreira (2001) utilizaram dgar, em estudos de
germinagdo de plantas medicinais lenhosas; Abreu et al. (2005), também utilizaram esse
substrato para a germinacido de sementes de cataia (Drimys brasiliensis). Além disso, uma
vantagem em se utilizar meio de cultura é o estabelecimento de protocolos de germinacao de
sementes in vitro para a micropropagacdo de plantas, tendo em vista a obten¢do de plantulas
assépticas como fonte de explantes.

As sementes provenientes dos didsporos sem papus germinaram menos do que as
provenientes de didsporos com papus (Tabela 2). Isso pode ter sido consequéncia de algum
dano ocorrido no embrido da semente, devido a residuos de NaClO utilizado na assepsia. Em
testes de laboratério é reconhecida a utilizacdo de produtos que visem a eliminag¢do ou
diminui¢do de contaminantes nas sementes. Conforme Wendling et al. (2006), vérias
substancias com acdo germicida sdao utilizadas, sendo o etanol e o NaClO, os mais comuns.
Neste estudo, apds a imersdo dos didsporos por 1 minuto em dlcool 70% e 15 minutos em

NaClO 2%, realizou-se apenas uma lavagem em &4gua destilada autoclavada, no entanto,
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segundo Wendling et al. (2006), apds a desinfestacdo, procede-se, geralmente, trés lavagens
com 4gua destilada autoclavada para remog¢ao dos residuos de cloro.

De acordo com Dhingra et al. (1980), o produto quimico utilizado no tratamento de
sementes poderd causar fitoxicidade e os sintomas podem ser manifestados pelo impedimento
ou redu¢do na germinacao, sendo determinantes os procedimentos como dosagem do produto,
tipo de semente, espécie do patégeno, método de aplicacdo, dentre outros. Dessa forma,
acredita-se que residuos de NaClO possam ter danificado o embrido e reduzido a germinagao,

com a remogao dos papus associada a somente uma lavagem apds a desinfestagao.

2.3.3 Temperatura e luz na germinacao in vitro das sementes de G. polymorpha

As médias de germinagdo encontram-se na Tabela 3, na qual se verifica que ndo houve
interagdo entre os fatores temperatura e luz. Observou-se que a luz ndo apresentou efeito
significativo, entretanto, a temperatura influenciou o desempenho germinativo das sementes,

sendo a germinacao sob 15° e 20°C superiores a 25° e 30°C.

Tabela 3 — Germinag¢do das sementes de Gochnatia polymorpha, submetidas a diferentes
temperaturas. Santa Maria - RS (2011).

Temperatura Germinacao (%)
15°C 9,83 ax
20° C 11,50 a
25°C 4,17b
30°C 2,50 b
CV% 36,42

*Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Mesmo com a ocorréncia de germinagdo em todas as temperaturas testadas, os maiores
percentuais foram estatisticamente equivalentes a 15° e 20°C, no entanto, observou-se que a
média diminuiu conforme aumentou a temperatura e a média de germinacdo a 15°C foi
inferior a 20°C. Esses resultados sugerem que a temperatura 6tima para a germinacao dessa
espécie € entre 15° e 20°C e estdo de acordo com Carvalho e Nakagawa (1988), temperaturas
superiores ou inferiores a 6tima tendem a reduzir a velocidade do processo germinativo, o que

pode levar a redugdo no total da germinagao.
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Na andlise da primeira contagem de germinacdo (Tabela 4), observou-se que a
temperatura de 20°C associada ao fotoperiodo de 16 horas proporcionou a maior média de
germinacdo, ndo diferindo estatisticamente de 20°C no escuro continuo, bem como de 15°C

no fotoperiodo e no escuro continuo e de 25°C no fotoperiodo de 16 horas.

Tabela 4 — Primeira contagem de germinagcdo das sementes de Gochnatia polymorpha,
submetidas a diferentes temperaturas, na auséncia e presenca de luz. Santa Maria - RS (2011).

Tratamentos Primeira contagem de germinagao (%)
20°/Fotoperiodo 16 horas 8,00 a*
25°/Fotoperiodo 16 horas 4,00 abc

15°/Escuro continuo 3,33 abc
20°/Escuro continuo 2,00 abc
15°/Fotoperiodo 16 horas 1,00 abc
30°/Fotoperiodo 16 horas 0,33 be
25°/Escuro continuo 0,00 bc
30°/Escuro continuo 0,00 ¢

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.

Embora a temperatura de 25°C no fotoperiodo de 16 horas ndo tenha diferido da maior
média obtida, 20°C no fotoperiodo de 16 horas, a primeira contagem de germinagao objetiva
determinar o vigor relativo de um lote e € complementar a outros testes de vigor e ao teste de
germinacdo (NAKAGAWA, 1994; VIEIRA et al., 1994). Para os resultados de contagem
final, as temperaturas de 15° e 20°C foram as mais adequadas para a germinacdo dessa
espécie. Verificou-se, ja na andlise da primeira contagem, que as temperaturas de 25°C no
escuro continuo e 30°C, tanto na presenca quanto na auséncia de luz, prejudicaram o
desempenho germinativo das sementes.

Assumindo que as sementes correspondem a um conjunto organizado de células cujo
metabolismo depende essencialmente da atividade acoplada de diversas enzimas, seria
esperado que, em determinadas temperaturas, a inativacdo de proteinas ocasionada por
temperaturas extremas resultaria em um descompasso metabdlico que comprometeria a
germinacdo (MARCOS FILHO, 2005), isso pode, possivelmente, explicar a reducdo no

percentual germinativo das sementes de G. polymorpha submetidas a 25° e 30°C.
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Quanto ao indice de velocidade de germinagdo (IVG) verificou-se na Tabela 5 que
houve interacdo significativa entre os dois fatores avaliados e que em ambos os regimes de
luz, o IVG indicou que o processo germinativo foi mais rdpido nas temperaturas de 15° e

20°C, confirmando os resultados de germinacao total.

Tabela 5 — Indice de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de contaminagio por
fungos em didsporos de Gochnatia polymorpha, submetidos a diferentes temperaturas, na
auséncia e presenca de luz. Santa Maria - RS (2011).

Fotoperiodo 16 horas Escuro continuo
Temperatura
IVG Contaminacao (%) IVG Contaminacao (%)
15°C 0,187 abA* 90,67 aA 0,248 aA 88,33 abA
20°C 0,354 aA 94,00 aA 0,247 aA 92,33 aA
25°C 0,162 bA 90,00 aA 0,065 bA 92,33 aA
30°C 0,022 cA 91,00 aA 0,093 bA 79,67 bB
CV% 32,72 6,95 32,72 6,95

*Médias seguidas pela mesma letra mintdscula nas colunas e maidscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo aos tratamentos submetidos ao fotoperiodo de 16 horas, 15°C foi
estatisticamente equivalente a 20°C, porém a 15°C houve uma redugdo na velocidade e na
porcentagem de germinacdo. A 25°C, a germinacdo ocorreu mais cedo, no 10° dia apds a
instalacdo do experimento, em relacdo a 15° e 20°C, que ocorreram no 19° e 13° dia,
respectivamente, entretanto, a 25°C a germinacdo foi lenta e baixa. A 30°C, a primeira
germinagdo foi registrada no 19° dia, sendo este o tratamento que obteve o menor indice de
velocidade. No escuro continuo, 15° e 20°C, obtiveram os primeiros registros de germinacao
aos 14 e 16 dias do teste, respectivamente, diferindo de 25° e 30°C, onde a primeira
germinacdo foi registrada aos 22 e aos 21 dias, respectivamente.

Esses resultados evidenciaram que as temperaturas de 15° e 20°C, tanto no
fotoperiodo de 16 horas, quanto no escuro continuo, aceleraram o processo germinativo, além
de terem promovido as maiores médias de germinacdo. Tal fato confirma a declaracdo de
Carvalho e Nakagawa (1988), de que, na germinacdo de sementes, a temperatura influencia
tanto a velocidade quanto a uniformidade e a germinagdo total de sementes.

Resultados semelhantes foram encontrados por Abreu et al. (2005), em estudos com

cataia (Drimys brasiliensis), em que a temperatura constante de 17°C proporcionou maiores
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porcentagens e valores de velocidade de germinagdo, sendo as temperaturas de 25° e 30°C
inadequadas para a germinacdo de sementes dessa espécie. Gomes e Fernandes (2002)
determinaram a temperatura de 15°C, tanto na preseng¢a quanto na auséncia de luz, e ainda,
20°C na presenga de luz, como temperaturas 6timas para a germinagao de alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia), espécie arbustiva pertencente a familia Asteraceae.

Os resultados encontrados por Gomes e Fernandes (2002) para alecrim-do-campo em
relacdo a sensibilidade luminosa estdao de acordo com a resposta de G. polymorpha. Os
regimes de luz estudados, fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo, nao resultaram em
diferengas estatisticas significativas na germinacdo. Isso demonstra que sementes de G.
polymorpha, embora apresentem baixa porcentagem de germinagdo, germinam tanto na
presenca quanto na auséncia de luz, podendo ser, esta espécie, classificada como fotoblastica
neutra, de acordo com Mondo et al. (2008).

A indiferenca a luz ja foi observada em estudos com espécies florestais nativas. Silva
et al. (2002), relataram que sementes de aroeira (Myracrodruon urundeuva) germinam tanto
na presenca quanto na auséncia de luz. Esse resultado também foi encontrado por Mondo et
al. (2008) para angico-vermelho (Parapiptadenia rigida), por Rego et al. (2009) para murta
(Blepharocalyx salicifolius) e por Santos et al. (2005) para trés espécies de ipé€s, Tabebuia
serratifolia, T. chrysotricha e T. roseo-alba.

Conforme Nassif et al. (1998), o requerimento de luz para germinagdo € fortemente
influenciado pela temperatura e, em geral, os dois fatores ndo t€ém acdo independente sobre a
germinacdo de sementes, sendo que a temperatura exerce um importante papel na germinacao
de sementes fotossensiveis. No caso de G. polymorpha em que a germinagdo ocorre
preferencialmente em temperaturas mais baixas, a auséncia de luz ndo demonstrou ser um
fator limitante no processo.

A Tabela 5 também mostra os resultados de contaminacao dos didsporos por fungos,
no final do teste, aos 30 dias. No fotoperiodo de 16 horas, observou-se que cerca de 91% dos
didsporos estavam contaminados e nido houve diferenga significativa entre as temperaturas
testadas. No escuro continuo, na temperatura de 30°C, a média de contaminacao (79,67%) foi
inferior as médias das demais temperaturas testadas (88,33; 92,33 e 92,33%), diferindo
estatisticamente; no entanto, também representa uma média elevada de contaminacao.

Nas regiOes tropicais, a umidade e a temperatura elevadas sdo favordveis ao
desenvolvimento de patdgenos, fazendo com que as sementes nativas tornem-se vulnerdveis
ao ataque dos mesmos (NASCIMENTO et al., 2006). A associacdo de fungos com sementes

pode ocorrer pela contaminacdo superficial ou por colonizagdo dos tecidos internos
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(DHINGRA et al., 1980). A infeccdo dos tecidos internos pode ocorrer por agentes externos
ou diretamente por agentes infectantes da planta-mae. A infec¢do por patdgenos do ambiente
externo tem como agentes o evento, dgua, insetos ou a prépria semente, durante a coleta e o
beneficiamento. Diretamente a partir da planta-mae, a infeccdo pode ocorrer através do
pedinculo de flores, frutos ou semente, ou ainda, pela superficie integra da semente
(MENTEN; BUENO, 1987).

Segundo Menten e Bueno (1987), a presenca de patégenos em sementes mantém
intima relacdo com sua formacdo e estrutura, pois existe grande variacdo nos detalhes
morfoldgicos e anatdmicos entre diferentes espécies. A cavidade de alguns tipos de frutos
pode atuar como camara Umida, proporcionando o estabelecimento e desenvolvimento de
fungos dentro do fruto, afetando as sementes. Assim, o estabelecimento do in6culo depende
das condicdes ambientais que o favorecem desde o desenvolvimento do évulo até a maturacao
da semente.

De maneira geral, as sementes de esséncias florestais apresentam, de acordo com
Vechiato (2010), baixas porcentagens de germinacdo, pois, dentre outros fatores, a presenca
de microrganismos pode causar deterioracdo das sementes, assim como anormalidades e
lesdes nas plantulas. No caso de G. polymorpha, nao se sabe, com os dados obtidos nesse
experimento, se os fungos presentes sdo patogénicos e prejudicam a germinagdo, mas
observou-se nos resultados que a germinacao foi baixa e a incidéncia de fungos foi alta.

Por outro lado, observou-se nos experimentos preliminares realizados com didsporos
coletados em 2010, que a contaminagdo por fungos foi inferior em relacdo aos didsporos
coletados em 2011. Embora os dados de 2010 ndo tenham sido quantificados, concluiu-se na
ocasido, que a desinfestacdo com NaClO 2% havia sido suficiente para o controle de fungos.
Além disso, a germinacdo do lote janeiro de 2010 foi superior. Acredita-se, portanto, que
pode haver diferencas na germinacdo das sementes e na contaminacdo dos didsporos em
diferentes anos de coleta que podem estar relacionadas a variagdes ambientais. Dados do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE, 2010; 2011) mostram que no periodo de
outubro/2009 a janeiro/2010, a ocorréncia de chuvas foi acima da normal climatolégica na
Regido Sul; j4 no mesmo periodo de 2010/2011, a ocorréncia de chuvas foi abaixo e as
temperaturas acima da normal climatoldgica na Regido.

Sabe-se que a historia da planta-mde, com as limitagdes que ocorrem durante a
formacdo e o amadurecimento da semente, pode alterar a qualidade e o sucesso da
germinagdo, podendo, inclusive, produzir menos sementes (FERREIRA, 2004). Além de

microrganismos, oscilacdes de temperatura, estresse hidrico, vento e nutrientes também
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podem interferir no processo de formagdo da semente, refletindo na qualidade fisiologica e
sanitaria. Oliveira et al. (2005), concluiram que a resposta da germinagdo do ipé-roxo
(Tabebuia impetiginosa), em relagdo ao regime de luz, variou conforme o ano de coleta.

Nao obstante, segundo Marzinek (2008), trabalhos tém registrado a ndo ou baixa
formacdo de sementes na familia Asteraceae, algumas espécies ndo produzem sementes
vidveis, em outras, a maior parte das cipselas ndo contem sementes em seu interior. Tal fato
pode ocorrer devido a fatores como falha na fecundacdo, na formacdo do embrido, no
desenvolvimento do endosperma, além de problemas decorrentes da contaminacdo por
microrganismos. G. polymorpha (Asteraceae) floresce e frutifica anualmente e esta sujeita a
todos os fatores citados, podendo estes, terem contribuido na diferenca observada na

germinacdo das sementes e na contaminagao dos didsporos coletados em 2010 e em 2011.

2.3.4 Influéncia da assepsia com hipoclorito de sddio na germinacdo das sementes € na

contaminac¢do dos didsporos de G. polymorpha

Observa-se na Tabela 6, que para os dados de germinagdo, ndo houve interacdo entre
os dois fatores avaliados, concentragdo de NaClO e presenca ou auséncia de papus. As
diferentes concentracdo de NaClO testadas, também ndo resultaram em efeito significativo na

germinagdo. Observou-se significancia apenas em relacdo a presenca e auséncia do papus.

Tabela 6 — Germinagdo das sementes de Gochnatia polymorpha provenientes de didsporos
com e sem papus, submetidos a assepsia com diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio
(NaClO). Santa Maria - RS (2011).

Concentragdes de NaClO Germinacao (%)
1% 11,50 a*
2% 12,00 a
3% 5,00 a
4% 15,00 a
0% 16,50 a
Tipo de didsporos Germinacao (%)
Com papus 8,00b
Sem papus 16,00 a
CV% 49,77

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os resultados obtidos para a germinacdo das sementes provenientes dos didsporos
submetidos a diferentes concentragdes de NaClO diferem daqueles encontrados por Muniz et
al. (2007), os quais verificaram que o tratamento de sementes com NaClO 1% influenciou na
germinacdo de canafistula e timbaiva (Peltophorum dubium e Enterolobium
contortisiliquum) com diferenca significativa para as sementes tratadas; entretanto, € preciso
considerar, principalmente, o tipo de patégeno e da associacdo deste com a semente, se €
interna ou externamente, para relacionar resultados.

Nesse experimento ndo foram identificados os fungos contaminantes de G.
polymorpha, mas observou-se que a média de germinacdo em didsporos sem papus foi
superior a dos didsporos com papus (Tabela 6). Esse resultado demonstra que os fungos
podem ter interferido na germinacdo, j4 que os tratamentos sem papus obtiveram médias
menores de contaminagdo, conforme a Tabela 7. Essa tabela mostra os resultados de
contaminagdo dos didsporos, onde se verificou, nas concentragdoes 1, 3 e 4%, que nos
tratamentos sem papus as médias foram inferiores as com papus, diferindo estatisticamente.

Observou-se que mesmo sem papus, as médias de contaminagdes dos didsporos foram
altas. Assim, possivelmente, os fungos presentes nos didsporos de G. polymorpha nao sao
contaminantes da superficie externa dos didsporos, mas sim, endofiticos, fungos que
colonizam os tecidos internos, segundo Machado (1988), a semente nessa condicdo €

considerada infectada.

Tabela 7 — Contaminagdo por fungos nos didsporos com e sem papus de Gochnatia
polymorpha, submetidos a assepsia com diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio
(NaClO). Santa Maria - RS (2011).

Contaminacao (%)

Concentragdes de NaClO

Com papus Sem papus
1% 70,00 aA* 39,00 abB
2% 64,00 abA 55,00 aA
3% 59,00 abA 18,00 bcB
4% 44,00 bcA 13,00 cB
0% 27,00 cA 21,00 bcA
CV% 28,85

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maidscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Conforme Dhingra et al. (1980), quando a associagdo do fungo com a semente €
superficial, sem infectd-la, é relativamente facil de ser controlado pelo tratamento das
sementes, sendo que, o NaClO vem mostrando grande eficiéncia na desinfestacdo, eliminando
fungos e bactérias (NASCIMENTO et al., 2007). O maior desafio do controle de patégenos é
constituido por aqueles que sobrevivem internamente, pois ficam protegidos contra a maioria
dos tratamentos. Nestes casos, o patdgeno poderd estar presente em qualquer parte da
semente, na casca, no endosperma e/ou no embrido, onde se apresentam sob a forma de
micélio dormente (DHINGRA et al., 1980).

Outro fator que deve ser considerado, € em relagdo a dosagem do produto quimico,
que segundo Dhingra et al. (1980), é um ponto determinante no sucesso do tratamento de
sementes. As dosagens variam, em funcdo do tipo de semente, do produto quimico, do tipo do
in6culo e com o método utilizado, sendo que concentragdes baixas poderdo nao propiciar bom
controle, enquanto concentracdes altas poderdo causar fitoxicidade, neste caso, os sintomas
podem ser manifestados pelo impedimento ou reducio na germinacao.

Nesse experimento, testaram-se desde a concentracdo zero até 4% de NaClO e
observou-se que as concentragdes testadas ndo apresentaram efeito na germinacdo. Quanto a
contaminacdo, analisando os tratamentos com papus, observou-se que nas concentragdes 1, 2
e 3% a média ndo diferiu significativamente, no entanto, reduziu conforme aumentava a
concentra¢do, sendo que, o tratamento sem assepsia, na concentracao 0%, foi o que obteve a
menor média de contaminacdo. Nos tratamentos sem papus, as médias das concentragdes 1 e
2% nao diferiram, assim como nao diferiram as médias das concentracdes 3, 4 e 0%.

O fato de a menor média de contaminagdo ter sido no tratamento sem assepsia, pode
ser atribuido a flora saprofitica normal na superficie das sementes, a qual interfere com a
atividade de certos patégenos que as atacam. Quando um saproéfita superficial € removido, os
patégenos presentes no tegumento podem crescer sem competidores. A producdo de
substancias antibidticas no tegumento das sementes parece ser o mecanismo pelo qual os
antagonistas controlam os patdgenos de sementes (DHINGRA, et al., 1980). As médias dos
tratamentos sem papus, nas concentragdes 3 e 4 % que nao diferiram do tratamento sem
assepsia, pode ser em decorréncia que, nas concentracoes mais elevadas de NaClO foi

possivel reduzir a incidéncia também dos patogenos.
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2.3.5 Identificacdo dos fungos associados aos didsporos de G. polymorpha

Na Tabela 8 encontram-se os géneros flingicos detectados e suas incidéncias, por meio
dos métodos papel de filtro e plaqueamento em meio de cultura BDA, em didsporos com e
sem papus, na auséncia e presenca de assepsia com NaClO 1%. Foram identificados seis
géneros fungicos associados aos didsporos de G. polymorpha e também se observou a

presenca de fungos que ndo foram identificados.

Tabela 8 — Fungos associados aos didsporos de Gochnatia polymorpha, detectados pelos
métodos de papel de filtro e plaqueamento em meio de cultura BDA, na presenca e auséncia
de papus, nao submetidos a assepsia com NaClO 1% (S/A) e submetidos a assepsia (C/A).
Santa Maria - RS (2011).

Incidéncia (%)

PAPEL DE FILTRO BDA
Géneros de Fungos

Com papus Sem papus Com papus Sem papus  Média
SIA- C/A S/IA C/A S/A  C/A S/A C/A

Bipolaris 71,00 5,00 19,00 1,00 21,00 7,50 24,00 2,00 18,81
Alternaria 0,50 2,50 34,00 0 29,50 5,00 23,00 0 11,81
Aspergillus 1,50 0 0 0 17,00 0 8,00 0 3,31
Cladosporium 0 0 0 0 3,50 3,50 1,00 0 1,00
Phoma 0 0 0 0 1,50 0,50 2,50 0 0,56
Epicoccum 0 0 0 0 0 0 2,50 0 0,31
FNI+* 1,50 0 0,50 0,50 27,00 11,00 26,00 0,50 8,37
Média 10,64 1,07 7,64 021 14,64 4,14 13,07 0,64

*FNI = fungos nao identificados

Os géneros flngicos com maior ocorréncia foram Bipolaris e Alternaria com
incidéncia média de 18,81% e 11,81%, respectivamente. Ambos foram detectados em
didsporos com e sem papus, pelos dois métodos de identificacio avaliados. A assepsia reduziu
a média de contaminagcdo por estes fungos, sem, entretanto, eliminar completamente o
patégeno. No tratamento de didsporos com papus sem assepsia, Bipolaris teve uma incidéncia
de 71%. De acordo com Kruppa e Russomanno (2009), os géneros Bipolaris e Alternaria
possuem espécies que podem causar importantes doencas. Alternaria € um possivel patégeno

para esséncias florestais (CARNEIRO, 1987).
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Pelo método do papel de filtro, em didsporos com papus, também foi detectado o
género Aspergillus e a assepsia o eliminou completamente. Pelo método de plaqueamento em
meio de cultura BDA, a incidéncia do género foi mais alta e foi também detectado em
didsporos sem papus. Conforme Vechiato (2010), Aspergillus faz parte de um grupo de
fungos denominado fungos de armazenamento que podem invadir a semente e causar
podridao e deterioragdo das mesmas. Espécies desse gé€nero podem estar presentes como
contaminantes ou sob a forma de micélio dormente, uma vez que sobrevivem nas sementes
mesmo com baixos teores de umidade.

Pelo método de plaqueamento em meio BDA foi possivel detectar também os géneros
Cladosporium, Phoma e Epicoccum. Cladosporium e Phoma foram encontrados em didsporos
com e sem papus, mas na presenca de papus a assepsia nao foi tdo eficiente, reduzindo de
1,5% para 0,5% a incidéncia de Phoma e mantendo em 3,5% a incidéncia de Cladosporium.
Na auséncia de papus, a assepsia eliminou completamente estes fungos, no entanto, a
incidéncia havia sido baixa, 1% para Cladosporium e 2,5% para Phoma. Conforme Vechiato
(2010), Cladosporium quando detectado em alta incidéncia pode reduzir o poder germinativo
das sementes, e Phoma possui espécies que podem causar doencas (KRUPPA;
RUSSOMANNO, 2009). Em sementes florestais, Cladosporium e Phoma sido possiveis
patégenos, pois podem causar podridio nas sementes ainda no campo (ARAUJO;
ROSSETTO, 1987; CARNEIRO, 1987).

Em menor incidéncia foi detectado pelo método do plaqueamento em BDA, o género
Epicoccum, que com a assepsia foi completamente eliminado. Segundo Vechiato (2010), esse
género € saprofita e comumente encontrado em sementes submetidas ao teste de sanidade.
Carneiro (1987), avaliando a sanidade de 17 espécies florestais também detectou esse género
somente em meio de cultura BDA.

Os resultados encontrados para o método de andlise estdo de acordo com os obtidos
por Magalhaes et al. (2008), em que o meio de cultura BDA foi superior ao método do papel
de filtro para o levantamento da micro flora de sementes de coquinho azedo (Butia capitata).
Segundo os autores, o meio BDA € rico em nutrientes, ao contrdrio do papel de filtro, e isso
provavelmente favoreceu o crescimento de alguns fungos. Pelo método do plaqueamento em
meio BDA, tanto na presenca quanto na auséncia de papus e assepsia, também foi detectado
uma baixa incidéncia (média inferior a 3%) de bactérias que ndo foram identificadas.

Em testes de sanidade de sementes de quaruba (Vochysia mdxima) e ipé€ (Tabebuia sp.)
Carneiro (1987), retirou as expansoes aliformes das sementes para diminuir a porcentagem de

contaminantes superficiais. Uma caracteristica de G. polymorpha é o papus, uma estrutura
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com relevante papel na dispersdo do fruto e com importancia taxondmica (MARZINEK,
2008). O papus poderia ter relacdo com a presenca e incidéncia de determinados fungos e
igualmente aos resultados obtidos por Carneiro (1987), Epicoccum sé foi detectado em
didsporos sem papus. O fungo teve um crescimento lento em cultura, portanto, acredita-se que
o rapido crescimento de outros fungos tenha impedido a sua detec¢do em outros tratamentos.

Por outro lado, verificou-se que, os dois fungos com maior ocorréncia, Bipolaris e
Alternaria, em tratamentos sem assepsia, tiveram uma incidéncia média similar na presenca e
auséncia de papus, o que indica que essa estrutura nao teve influéncia na detec¢ao dos dois
principais fungos detectados, e que, possivelmente, estejam associados internamente as
sementes. Segundo Machado (1988), em diversos hospedeiros, Alternaria e Bipolaris sdo
fungos associados no interior das sementes.

O tratamento prévio da semente com NaClO visa eliminar fungos sapréfitos que
possam competir com os patdgenos e mascarar os resultados. O tratamento deve ser suficiente
para diminuir os saprofitos, sem, contudo, reduzir o inéculo dos patégenos (CARNEIRO,
1987). Neste estudo, a acao germicida do NaClO foi eficiente no controle de Aspergillus e
Epicoccum considerados contaminantes de sementes.

Com excecdo de Bipolaris, os fungos detectados, pela primeira vez, em G.
polymorpha, ja foram encontrados em outras espécies florestais. Botelho et al. (2008),
identificaram, entre outros géneros, Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Phoma e
Epicoccum em sementes de ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia) e ipé-roxo (T. impetiginosa).
Com excecdo do Epicoccum, Nascimento et al., (2006), detectaram estes géneros em
sementes de amendoim-bravo (Pterogyne nitens). Alternaria e Aspergillus foram detectados
em acdcia (Cassia multijuga), angico-vermelho (Parapiptadenia rigida), canafistula
(Peltophorum dubium), timbadva (Enterolobium contortisiliquum) e maricd (Mimosa
bimucronata) por Muniz et al. (2007).

Com relacdo a Bipolaris, existem poucos relatos sobre a ocorréncia deste género em
sementes, em especial, de florestais nativas. Observou-se na literatura ser um género com
maior ocorréncia em cereais. Farias et al. (2002), encontraram Bipolaris em sementes de
aveia-preta (Avena strigosa) em maior incidéncia. Macedo et al. (2002) detectaram Bipolaris
oryzae em sementes de arroz. Todavia, Barreto et al. (2011), detectaram esse género em
sementes das plantas ornamentais herbiceas, Dahlia pinnata, Salvia splendens, Zinnia
elegans e Viola tricolor. Segundo Neergard (1979), Bipolaris possui efeito negativo na

germinacdo de sementes e por consequéncia no estabelecimento das plantulas.
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Os resultados obtidos mostraram que a flora fiingica associada aos didsporos de G.
polymorpha € composta por varios géneros, que podem de alguma forma interferir na
germinacdo e na producdo de mudas, refletindo na qualidade da muda produzida e
acarretando prejuizos ao produtor. Nada se pode afirmar no que diz respeito aos danos que
eles podem causar por ndo se conhecer resultados de pesquisa sobre taxas de transmissdo e
modelos epidemioldgicos os quais possam quantificar os danos que os fungos associados as
sementes causam a planta subsequente. Contudo, o conhecimento dos géneros presentes
permitird a escolha do tratamento de sementes mais adequado, além de proporcionar
perspectivas para outras pesquisas. Fazem-se necessdrios, além da realizacdo do teste de
sanidade, testes de patogenicidade e o acompanhamento do desempenho em viveiro para

verificacdo dos possiveis danos causados tais fungos em G. polymorpha.

2.4 Conclusoes

As temperaturas de 15° e 20°C sdo as mais adequadas para a germinagdo das sementes
de G. polymorpha. As sementes germinam tanto na presenca quanto na auséncia de luz,
podendo ser classificadas como fotoblésticas neutras.

As concentracdes de hipoclorito de sédio testadas ndo interferem na germinacio das
sementes de G. polymorpha. As concentracdes 0 € 4% de NaClO proporcionam as menores
médias de didsporos com papus contaminados. Em didsporos sem papus, as menores médias
de contaminagdo sdo nas concentracdes 3, 4 e 0%.

Os géneros flngicos identificados nos didsporos de G. polymorpha sao Bipolaris,

Alternaria, Cladosporium, Phoma, Aspergillus e Epicoccum.



CAPITULO III

Trichoderma spp. NA GERMINACAO DAS SEMENTES E NO
CRESCIMENTO VEGETAL DE Gochnatia polymorpha (LESS.)
CABRERA

RESUMO

A producgdo e cultivo de mudas florestais nativas apresentam dificuldades, sendo a
interacdo entre espécies florestais e trichoderma uma alternativa promissora, mas ainda pouco
explorada cientificamente, que poderd promover a germinacdo das sementes e o crescimento
do vegetal. Para isso € imprescindivel conhecimento por pesquisas envolvendo espécies
florestais nativas como Gochnatia polymorpha (cambard), espécie recomendada para
recuperacdo de dreas degradadas, utilizada na medicina popular e a madeira usada para
diversos fins. Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito de Trichoderma spp. na
germinagao in vitro, ex vitro € no crescimento vegetativo de G. polymorpha. Os testes in vitro
foram realizados utilizando-se as técnicas do papel celofane e confrontagdo direta. Pela
técnica do papel celofane foram avaliados os isolados TSM1 e TSM2 de Trichoderma viride,
2B2 e 2B22 de Trichoderma harzianum, mais dois produtos comerciais, Trichodermil® e
Agrotrich®, na contaminacdo dos didsporos € na germinacdo das sementes. A técnica de
confrontacdo direta foi realizada utilizando-se os mesmos isolados no antagonismo a quatro
fungos contaminantes dos géneros Bipolaris, Alternaria, Cladosporium e Phoma,
previamente isolados dos didsporos. Os experimentos ex vitro foram realizados em casa de
vegetacdo com substrato autoclavado e nao autoclavado, onde foram avaliados os efeitos dos
quatro isolados de trichoderma, um mix preparado com a mistura destes quatro isolados, além
dos dois produtos comerciais. A andlise dos dados permite concluir que os quatro isolados de
trichoderma testados mais os dois produtos comerciais sdo eficientes no controle in vitro da
contaminagdo fungica dos didsporos. Com a técnica do papel celofane utilizando-se meio de
cultura dgar-dgua + BD ndo € possivel avaliar o efeito de trichoderma na germinacdo in vitro
das sementes. Na confrontacdo direta, o isolado 2B22 e o produto Agrotrich® s30 0s mais
eficientes no antagonismo a Bipolaris sp., Alternaria sp., Cladosporium pp. € Phoma sp.
Tanto em substrato autoclavado quanto em ndo autoclavado, os isolados de trichoderma
testados ndo interferem na emergéncia das plantulas, mas os isolados 2B2 e 2B22 de T.
harzianum promovem o crescimento vegetativo de G. polymorpha.

Palavras-chave: Espécie florestal. Espécie nativa. Interacdo planta-microrganismo.
Bioagente.
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3.1 Introducao

Gochnatia polymorpha conhecida no Rio Grande do Sul por cambard, € uma espécie
arborea pertencente a familia Asteraceae, nativa e com distribuicio em vdrios estados
brasileiros. A espécie proporciona madeira para obras imersas, constru¢do civil e moirdes. O
tronco e as raizes produzem curvas para embarcacOes, carvdo e lenha. Apresenta
caracteristicas ornamentais e medicinais, sendo as folhas e cascas utilizadas no preparo de
chds para afeccdes bronco-pulmonares, as flores sao meliferas (BACKES; IRGANG, 2002;
LORENZI, 1998; STEFANELLO et al., 2006). E recomendada para arboriza¢do urbana,
recuperagdo de ecossistemas degradados e conservacdo do solo, sendo indicada como planta
fixadora de barrancas de rios e reposicdo de mata ciliar (CARVALHO, 1994; 2003;
GLUFKE, 1999; JUNIOR et al., 2005; PINA-RODRIGUES et al., 2007).

O processo de ocupacgdo do territorio brasileiro gerou grandes perdas do ponto de vista
ambiental e essencialmente florestal. Nesse sentido, uma das formas de compensar a
degradacdo gerada é a obtencdo de mudas, a partir de sementes florestais nativas, para serem
utilizadas em programas de reposicao florestal, recuperacdo de dreas degradadas, arborizagcao
urbana, preservacdo de espécies nativas em risco de extingdo, entre outras atividades que
necessitam das mesmas (VIEIRA et al., 2001). No entanto, as sementes florestais de espécies
nativas disponiveis em populacdes naturais ndo sdo suficientes para atender a demanda e
muitas ndo apresentam boa qualidade (SILVA; HIGA, 2006).

Além da falta de qualidade genética e fisioldgica decorrentes do pequeno nimero de
arvores matrizes disponiveis em populagdes naturais que se encontram extremamente
fragmentadas (SILVA; HIGA, 2006), sementes sdo estruturas atacadas por patdgenos, o que
afeta a qualidade e reduz a capacidade germinativa das mesmas (CARNEIRO, 1987). Ainda,
dependendo da espécie, poderd haver uma demora para iniciar a produ¢do de sementes
(CALDAS, 2006).

Outro fator limitante na producdo de mudas florestais nativas € a falta de
conhecimento sobre a propagacdo das plantas, pois poucas sdo as espécies que t€ém sido
estudadas e um ndmero ainda menor tem sido objeto de implantacdo de testes por
pesquisadores e viveiristas (LORZA et al., 2006). Tais dificuldades de produgdo e cultivo
fazem com que as mudas florestas nativas sejam comercializadas com baixa qualidade e a
altos custos, dificultando a utilizagao das mesmas para os diversos interesses. Por outro lado,

algumas estratégias podem ser implantadas para amenizar esses problemas.



61

O desenvolvimento de técnicas silviculturais para estimular a germina¢do de sementes
e o crescimento vegetal € carente para a maioria das espécies florestais nativas e que poderia
beneficiar a planta de diversas formas, entre elas, encurtar o tempo até a frutificacdo
(CALDAS, 2006). A interacao entre plantas e microrganismos ¢ uma alternativa sustentavel
que vem sendo pesquisada nas institui¢des de ensino e centros de pesquisa, segundo Altomare
et al. (1999), espécies de trichoderma estdo entre os fungos mais comumente estudados como
agentes no controle bioldgico de fitopatégenos e na promog¢ao da germinacdo de sementes e
do crescimento vegetal.

Diferentes isolados de trichoderma tém levado a aumentos significativos na
porcentagem e na precocidade de germinacdo (MELO, 1996), além do aumento no
crescimento vegetal e na produtividade de culturas agricolas inoculadas com este bioagente,
como milho, feijao, arroz, ervilha, grdo-de-bico, pepino, berinjela, pimentdo, rabanete,
tomate, alface, cenoura, cravo, crisantemo, algoddo, entre outras (ALMANCA, 2005;
GRAVEL et al., 2007; HARMAN et al., 2004; HOYOS-CARVAIJAL et al., 2009; JYOTSNA
et al., 2008; LUZ, 2001; RESENDE et al., 2004; YEDIDIA et al., 2001).

Desse modo, a contribui¢do de espécies de trichoderma no aumento da germinacao de
sementes e do crescimento vegetal € comprovada. Em vérios estudos tem se observado que
Trichoderma harzianum, introduzido no solo, tem reduzido a severidade de doencas nas
plantas e induzido a estimulacdo da germina¢do e do crescimento vegetal de vdrias espécies,
entretanto, existem poucos relatos de pesquisas envolvendo a interacdo de trichoderma e
espécies florestais (DONOSO et al., 2008), sendo que os resultados desta interacdo podera
otimizar a producdo de mudas e consequentemente reduzir o extrativismo de florestas
naturais; contribuir nos programas de reflorestamentos no Brasil, acelerando processos de
recuperacdo de dreas degradadas; além da conservacdo genética da espécie e de vantagens
para produtores em viveiros. Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito de Trichoderma

Spp. na germinagao in vitro, ex vitro € no crescimento vegetativo de G. polymorpha.

3.2 Material e métodos

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Interacdo Planta-

Microrganismos e em casa de vegetacdo climatizada, pertencentes ao Departamento de

Biologia, do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa Maria.
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3.2.1 Material botanico

Foram coletados ramos com infrutescéncias de G. polymorpha em janeiro de 2011, em
uma populagdo natural, no Distrito Boca do Monte do municipio de Santa Maria — RS (29°
417 43,311°°S 53° 48’ 41,041°°0O). As infrutescéncias secaram aproximadamente quatro dias a
temperatura ambiente e, apds foi realizada a extragdo manual dos didsporos (cipsela com
papus), que foram armazenados sob refrigeracio a 8 * 2°C até a implantacio dos
experimentos.

Uma exsicata foi incorporada ao herbario do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Santa Maria, sob o nimero de registro SMDB — 13.139.

3.2.2 Obtencao dos isolados de trichoderma

Foram utilizados nos experimentos dois isolados de Trichoderma viride, TSM1 e
TSM2, dois isolados de Trichoderma harzianum, 2B2 e 2B22, que estavam armazenados no
Laboratério de Interagdo Planta-Microrganismo - CCNE/UFSM. Também foram utilizados
dois produtos comerciais a base de trichoderma que foram adquiridos junto aos fabricantes.
No experimento de promog¢do de germinacgdo ex vitro das sementes € do crescimento também

foi utilizado um mix, preparado com uma mistura dos isolados TSM1, TSM2, 2B2 e 2B22.

3.2.3 Trichoderma na germinacdo das sementes e na contaminacao in vitro dos didsporos de

G. polymorpha

Esse experimento foi realizado utilizando-se a técnica in vitro do papel celofane,
modificada de Ethur (2002). Avaliou-se o efeito de isolados de trichoderma no percentual de
germinagdo das sementes e de contaminacdo dos didsporos de G. polymorpha. Foram
utilizados quatro isolados de trichoderma, sendo TSM1 e TSM2 de T. viride; 2B2 e 2B22 de
T. harzianum, e dois produtos comerciais a base de trichoderma, Trichodermil® e Agrotrich®,
além dos tratamentos controle, sem isolados de trichoderma.

O meio de cultura utilizado foi uma mistura de meio de cultura dgar-dgua e meio de
cultura BD, sendo 70% &4gar-agua e 30% BD (batata e dextrose — 200 g de batata, 20 g de
dextrose, 1000 mL de dgua destilada). Utilizou-se dgar 0,7% e pH ajustado a 5,8 * 0,2 em
placas de Petri (9 cm de didametro). O meio de cultura foi coberto, assepticamente, com um

disco de papel celofane semipermedvel, esterilizado (120°C/40 minutos) e discos de 16 mm
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de meio de cultura a base de aveia (40 g de aveia, 20 g de 4gar e 1000 mL de dgua destilada)
contendo micélios e esporos dos isolados de trichoderma foram transferidos para o centro das
placas.

As placas dos tratamentos controle foram cobertas com o disco de papel celofane, mas
nao receberam o disco de micélio e esporos dos isolados. As placas foram vedadas com filme
de PVC e as culturas mantidas em camara climética do tipo Biosystem Organized
Development (BOD) a 25°C e fotoperiodo de 12 horas por cinco dias, estipulados
previamente em um experimento onde se testou trés e cinco dias de incubacdo com
trichoderma.

Decorrido o periodo de incubacdo, em condicdes assépticas, as placas de Petri foram
abertas e foi retirado o papel celofane juntamente com os discos de micélios e esporos,
permanecendo no meio de cultura apenas os metabdlitos ndo-voléteis liberados pelos isolados,
onde foram semeados os didsporos (Figura 6), que previamente passaram por um processo de
desinfestagdo, que consistiu na imersao por 15 minutos em hipoclorito de sédio (NaClO) 2%

acrescido de duas gotas de detergente liquido e trés lavagens em dgua destilada e autoclavada.

Figura 6 — (A) placa com meio de cultura coberto pelo papel celofane; (B) disco de micélio de trichoderma sobre
o papel celofane com liberagdo de metabdlitos ndo-volateis; (C) didsporos de Gochnatia polymorpha ap6s a
retirada do papel celofane e dos discos de micélio

Além dos tratamentos com os isolados de trichoderma, foram avaliados quatro
tratamentos controle, sendo que em dois deles utilizou-se meio de cultura dgar-dgua sem BD
(Quadro 1). As culturas foram mantidas a 25°C com fotoperiodo de 16 h. As avalia¢des
constaram da contagem dos didsporos contaminados por sete dias e da contagem das sementes
germinadas por 25 dias, contados 24 horas apds a instalagcdo do experimento.

Foram avaliados dez tratamentos dispostos no delineamento inteiramente casualizado,
com oito repeticdes por tratamento; cada parcela experimental constituida por 25 didsporos,

totalizando 200 por tratamento.
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Tratamentos Descricao dos tratamentos Meio de cultura
T1 TSMI1 + NaClO Agar-dgua + BD
T2 TSM2 + NaClO Agar-dgua + BD
T3 2B2 + NaClO Agar-agua + BD
T4 2B22 + NaClO Agar-4gua + BD
TS Trichodermil® + NaClO Agar-dgua + BD
T6 Agrotrich® + NaClO Agar-dgua + BD
T7 Controle 1 - NaClO Agar-dgua + BD
T8 Controle 2 - Sem isolados e sem NaClO | Agar-dgua + BD
T9 Controle 3 - NaClO Agar-dgua
T10 Controle 4 - Sem isolados e sem NaClO | Agar-dgua

Quadro 1 — Tratamentos constituintes do experimento realizado pela técnica in vitro do papel celofane onde foi
avaliado o efeito de trichoderma na contaminacio dos didsporos e na germinagdo das sementes de Gochnatia
polymorpha

3.2.4 Antagonismo in vitro de trichoderma a fungos presentes nos didsporos de G.

polymorpha

Com a técnica in vitro de confrontacdo direta foi observada a agdo dos antagonistas
sobre quatro fungos contaminantes em maior incidéncia, isolados previamente dos didsporos
de G. polymorpha. Utilizaram-se quatro isolados de trichoderma, TSM1, TSM2, 2B2 e 2B22,
e dois produtos comerciais, Trichodermil® e Agrotrich® combinados com os quatro fungos
contaminantes, Bipolaris sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. € Phoma sp., mais quatro
tratamentos testemunha, contendo somente os fungos contaminantes.

Um disco de meio de cultura BDA (batata, dextrose e dgar), de 16 mm, contendo
micélio e esporos dos fungos contaminantes foi transferido para placas de Petri (9 cm de
diametro), que continham meio de cultura BDA, a 1 cm da borda. O material foi incubado
durante 48 horas, a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Decorrido esse periodo, um disco de
BDA, de 16 mm de didmetro, com estruturas dos antagonistas foi transferido para as placas
em posi¢do oposta ao disco de micélio do patégeno (Figura 7). As placas foram mantidas

durante oito dias a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 7 — (A) disco de micélio de Alternaria sp. em meio de cultura BDA; (B) a esquerda disco de micélio de
Phoma sp. e a direita disco de Trichoderma sp.

A avaliacdo foi realizada no oitavo dia apds a introducdo do antagonista, baseada no
critério de Bell et al. (1982), que adota uma escala de notas variando de 1 a 5. Critérios de
avaliacdo: 1- antagonista cresce por toda a placa de Petri; 2- antagonista cresce e atinge uma
parte do patégeno, cresce sobre 2/3 da placa; 3- antagonista e o patdgeno crescem até a
metade da placa, nenhum organismo domina o outro; 4- patdgeno cresce e atinge uma parte
do antagonista, cresce sobre 2/3 da placa; 5- o patégeno cresce por toda a placa. Também foi
realizada uma avaliacdo aos 11 dias apds a introducdo do antagonista, a fim de se observar
aqueles isolados que ndo apresentaram bom desempenho (notas entre 1 € 1,5) em oito dias.

Foram avaliados 28 tratamentos dispostos no delineamento inteiramente casualizado,

com quatro repeticdes por tratamento.

3.2.5 Trichoderma na germinacdo ex vitro das sementes (emergéncia das plantulas) e no

crescimento vegetativo de G. polymorpha

Esse experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo climatizada com temperatura
programada a 25°C, utilizando-se substrato esterilizado e substrato ndo esterilizado para fazer
uma relacdo entre a ag¢do dos isolados nos dois ambientes. Utilizaram-se quatro isolados de
trichoderma, TSM1, TSM2, 2B2 e 2B22, um mix, preparado com a mistura dos quatro

isolados e dois produtos comerciais, Trichodermil® e Agrotrich®.
3.2.5.1 Substrato
Utilizou-se uma mistura de substrato da marca Tecnomax® e vermiculita expandida na

proporcdo 2:1. O substrato esterilizado foi autoclavado a 120°C por uma hora, dois dias, com

um intervalo de 24 horas. A aplicacdo de trichoderma nos substratos, esterilizado e ndo
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esterilizado, foi realizada através de pos bioldgicos preparados com os isolados, com excecao

dos pds comerciais que foram adquiridos.

3.2.5.2 Preparo do p6 bioldgico a base de trichoderma

Discos de meio de cultura contendo micélio e esporos dos isolados foram transferidos,
cada isolado separadamente, sobre 150 g de arroz umedecido com 25 mL de 4gua destilada
em sacos de polipropileno de 500 mL, previamente esterilizados em autoclave a 120°C por
uma hora, dois dias seguidos com um intervalo de 24 horas. Os sacos contendo o arroz com
os discos de micélio foram mantidos a temperatura de 25 * 3°C, com fotoperiodo de 12 horas
por 15 dias, para a colonizacdo do arroz pelo fungo. Decorrido esse periodo, o arroz
colonizado foi transferido para envelopes de papel e foi realizada a secagem desse material
em estufa a temperatura de 35 * 3°C por cinco dias. Depois de seco, o arroz foi triturado em
liquidificador e peneirado, separando-se o p6 fino (Figura 8). Para estimar a concentracio de
unidades formadoras de coldnias por grama de p6 biolégico (UFC.g™") foi realizada contagem

usando camara de Neubauer e a técnica de diluicao seriada (FERNANDEZ, 1993).

Figura 8 — Preparo do p6 biolégico a base de trichoderma: (A) discos de micélio e esporos em meio de aveia; (B)
arroz autoclavado com os discos; (C) indculo em envelope de papel seco na estufa; (D) indculo a ser triturado no
liquidificador; (E) in6culo de trichoderma na forma de p6 biolégico; (F) teste de viabilidade em diluicdes
seriadas em meio BDA.
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3.2.6 Implantag@o do experimento

Aplicaram-se 0os mesmos tratamentos em substrato esterilizado e ndo esterilizado
(Quadro 2). A aplica¢do dos pds bioldgicos nos substratos foi realizada sete dias antes da
semeadura para a colonizagdo do trichoderma no substrato. Utilizou-se 2 g de p6 bioldgico
por Kg de substrato, conforme recomendac¢do dos fabricantes dos produtos comerciais, sendo
essa dose ajustada para que todos os tratamentos recebessem o equivalente a 10° UFC.g™" de
p6 bioldgico, com excecdo do Trichodermil® que possui uma concentracio de 10° UFC.g".
Os isolados TSM1, TSM2, 2B2, 2B22 e 0 mix também foram testados na concentracdo de 4 g

de p6 por Kg de substrato, além de dois tratamentos controle (sem trichoderma) (Quadro 2).

Tratamentos em
Tratamentos em - Isolado de L .
- substrato nao . Dose de p6 biolégico
substrato esterilizado i trichoderma
esterilizado
T1 T14 TSM1 Dose 1
T2 T15 TSM1 Dose 2
T3 T16 TSM2 Dose 1
T4 T17 TSM2 Dose 2
T5 T18 2B2 Dose 1
T6 T19 2B2 Dose 2
T7 T20 2B22 Dose 1
T8 T21 2B22 Dose 2
T9 T22 Mix Dose 1
T10 T23 Mix Dose 2
T11 T24 Trichodermil® Dose 1
T12 T25 Agrotrich® Dose 1
T13 T26 Sem isolado Controle

Quadro 2 — Tratamentos constituintes do experimento ex vitro realizado em casa de vegetacdo onde foi avaliado
o efeito de isolados de trichoderma na emergéncia das plantulas e no crescimento vegetativo de Gochnatia
polymorpha

Para a instalacdo desse experimento utilizaram-se 156 recipientes pldsticos, com
capacidade para 500 mL, metade recebeu substrato esterilizado e a outra parte substrato ndo
esterilizado. Os recipientes com substrato esterilizado foram mantidos separados dos com

substrato ndo esterilizado para que nao ocorresse contaminac¢ao (Figura 9).
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Foram semeados 50 didsporos por parcela a uma profundidade de 0,5 cm. A irrigacao
foi realizada diariamente e constou de 20 a 80 mL de dgua destilada ao dia, variando de

acordo com a necessidade.

Figura 9 — Experimento na casa de vegetacdo: (A) substrato ndo autoclavado; (B) substrato autoclavado

Nesse experimento foram realizadas as seguintes avaliacdes das plantulas:

Primeira contagem de emergéncia: realizou-se aos 28 dias, os dados obtidos foram
empregados para calcular-se a porcentagem da primeira contagem de emergéncia das
plantulas (NAKAGAWA, 1994).

Porcentagem de emergéncia: foram contadas as plantulas emergidas a cada sete dias,
por 12 semanas. Ao final das 12 semanas foi determinada a porcentagem total de emergéncia,
através do numero de plantulas emergidas em relacdo ao nimero de didsporos colocados para
germinar (BORGHETTI; FERREIRA, 2004).

Indice de velocidade de emergéncia (IVE): foi calculado o IVE, somando-se o nimero
de plantulas emergidas a cada sete dias, divididas pelo respectivo nimero de dias
transcorridos a partir da semeadura, conforme Maguire (1962) (NAKAGAWA, 1994).

Porcentagem de plantulas sobreviventes: foi determinada ao final das 12 semanas,
através do ndmero de plantulas sobreviventes em relacdo ao nimero de plantulas emergidas.

Numero de folhas: realizou-se a contagem do numero de folhas por plantula e
calculado a média aritmética (MUNIZ et al., 2007).

Altura: foi medida em cm do colo da plantula até o dpice caulinar e calculado a média
aritmética (NAKAGAWA, 1994).

Comprimento da maior raiz: foi medido em cm e calculado a média aritmética

(NAKAGAWA, 1994).
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Peso da massa fresca da parte aérea e da raiz: as plantulas foram retiradas do substrato,
lavadas em 4gua corrente para retirar os residuos de substrato retidos nas raizes e entdo,
deixadas para escorrer em papel absorvente. Apds, foi realizado um corte na base do caule,
separando-se a parte aérea da raiz. Realizou-se, entdo, a pesagem, por repeticao, em balanga
com precisdo de 0,001 g, da parte aérea e da raiz, separadamente, e calculado a média
aritmética por plantula (NAKAGAWA, 1994).

Peso da massa seca da parte aérea e da raiz: apés ter-se obtido o peso da massa fresca
da parte aérea e da raiz, o material foi colocado em sacos de papel e levado para estufa,
mantido a temperatura de 60-65°C, onde permaneceu até atingir peso constante, quando foi
pesado e determinado o peso médio da massa seca por plantula (NAKAGAWA, 1994).

Foram avaliados 26 tratamentos, sendo 13 em substrato esterilizado € 13 em substrato
ndo esterilizado, dispostos no delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes por
tratamento; cada parcela experimental constituida por 50 didsporos, totalizando 300 por

tratamento.

3.2.7 Analise estatistica

Para cada varidvel avaliada, realizou-se uma andlise estatistica para o substrato
autoclavado e outra anélise para o substrato ndo autoclavado. Quando necessario, os dados em
porcentagem, foram transformados para o arcoseno da raiz quadrada, e os demais dados
transformados pelo procedimento Box Cox, utilizando o programa estatistico Action 2.2.
Ap0s, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a probabilidade de 5% de erro, pelo programa estatistico Assistat 7.6 beta (SILVA;
AZEVEDQO, 2009). Os dados que ndo atenderam as pressuposi¢cdes de normalidade dos erros
e homogeneidade das variancias foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis pelo programa

Action 2.2.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Efeito de trichoderma na contaminac¢do dos didsporos e na germinagdo in vitro das

sementes de G. polymorpha

A técnica do papel celofane é utilizada na selecio de microrganismos antagonistas

produtores de compostos antifingicos, como substancias antibidticas ou metabdlitos (REIS et
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al., 1995). A liberacdo de metabdlitos ndo-volateis e inibi¢do no crescimento de fitopatégenos
foram observadas por Silva (1997), que utilizou esse método e constatou que isolados de T.
viride e T. harzianum foram efetivos quanto a inibi¢do do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum, um fungo causador de doencas. Ethur et al. (2005), também utilizaram essa
técnica, com o objetivo de selecionar agentes biocontroladores para esse mesmo patdgeno.

O papel celofane, semi-permedvel, permite a nutricdo e crescimento do antagonista,
além da difusdo de metabdlitos para o meio de cultura (ETHUR, 2002), onde s@o inseridos
discos contendo estruturas do patégeno. Nesse experimento a técnica foi modificada, ao invés
de se transferir para o meio de cultura discos do patégeno, transferiu-se os didsporos de G.
polymorpha, a fim de se avaliar o efeito de metabolitos liberados por isolados de trichoderma
no controle de fungos presentes e na promog¢ao de germinagao das sementes.

Verificou-se que houve a liberacdo de metabdlitos ndo-volateis pelos isolados, devido
a coloragdo diferenciada observada no meio de cultura (Figura 10) e as diferencas obtidas nas

médias de contaminacdes dos didsporos nos diferentes tratamentos (Tabela 9).

Figura 10 — Efeito de isolados de trichoderma na contaminagao fiingica de didsporos de Gochnatia polymorpha
pela técnica in vitro do papel celofane

Observa-se na Tabela 9 que todos os tratamentos com trichoderma (T1 ao T6)
inibiram o crescimento de fungos contaminantes, reduzindo as médias de contaminacdo
quando comparadas as médias dos controles 1 e 2 (T7 e T8). Embora os tratamentos com
trichoderma nao tenham diferido estatisticamente entre si, aqueles que apresentaram as
menores médias de contaminacdo foram TSMI1 e TSM2 de T. viride (2,5 e 4,5%,
respectivamente), 2B22 de T. harzianum (9,5%) e o produto comercial Agrotrich® (17%). Os
tratamentos controle 1 e 2 obtiveram uma média de contaminacdo de 93,5 e 100%,

respectivamente, demonstrando que na auséncia dos antagonistas a contaminagao foi alta.
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Os controles 3 e 4 obtiveram uma média baixa de contaminacido (36,50 e 6%,
respectivamente). Nestes controles utilizou-se meio de cultura dgua-agua sem a adi¢do de BD
e a inclusdo desses, nesse experimento, visou observar o comportamento dos didsporos em

relacdo a promocdo da germinagdo das sementes, que serd discutido adiante.

Tabela 9 — Efeito dos isolados de trichoderma pela técnica in vitro do papel celofane em meio
de cultura dgar-dgua + BD na contaminagdo dos didsporos e na germinacdo das sementes de
Gochnatia polymorpha. Santa Maria - RS (2011).

Tratamentos Descrigdo dos tratamentos Contaminacao (%) Germinagdo (%)
T1 TSM1 + NaClO 2,50 d=* 0,50 bc
T2 TSM2 + NaClO 4,50d 0,50 bc
T3 2B2 + NaClO 20,00 abcd Oc
T4 2B22 + NaClO 9,50 cd 0,50 bc
T5 Trichodermil® + NaClO 33,50 abcd Oc
T6 Agrotrich® + NaClO 17,00 cd Oc
T7 Controle 1: NaClO 93,50 ab Oc
T8 Controle 2: S/ isolado e s/ NaCIO 100 a 0,50 bc
T9 Controle 3: NaClO#* 36,50 abc 15,50 a

T10 Controle 4: S/ isolado e s/ NaClO*x* 6,00 cd 11,50 ab

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis
ao nivel de 5% de probabilidade.
**Controles em meio de cultura dgar-dgua sem adicao de BD

A diferenca observada nas médias de contaminacgdo, entre os isolados, também foi
observada por Ethur (2002), porém no estudo da autora, os indices variados entre os isolados
foi em relacdo a inibicdo micelial do patégeno S. sclerotiorum. Hilgemberg et al. (2007),
também observaram essa variacdo entre os antagonistas 7Trichoderma spp. e Trichotecium
roseum, ao crescimento micelial de fungos de solo, S. sclerotiorum, Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani e Fusarium sp. Essa variabilidade na acdo dos antagonistas pode estar
relacionada a producdo dos metabdlitos. Segundo Harman (2000), muitas espécies estudadas
produzem metabdlitos secundérios toxicos, como antibidticos e enzimas liticas capazes de
inibir e destruir propagulos de fungos fitopatogénicos. De acordo o autor, duas linhagens de
T. harzianum (T39 e NCIM1185) produzem uma protease que € capaz de degradar enzimas
sintetizadas pelo patégeno Botrytis cinerea, demonstrando especificidade entre alguns

isolados e o patégeno.
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Esse experimento também visou observar o efeito do trichoderma na promog¢do da
germinagdo in vitro das sementes de G. polymorpha. Segundo Baugh e Escobar (2007), a acao
de trichoderma como estimulador da germinacdo e do crescimento vegetal é complexa e
realizada por interagdes com fatores bioquimicos e producao de diversas enzimas e compostos
benéficos. Entretanto, no presente estudo, ndo foi possivel avaliar o efeito dos isolados
testados sobre a germinacao, pois a adicdo de BD no meio de cultura possivelmente impediu a
germinagdo das sementes, conforme observado nos resultados da Tabela 9, onde se verifica
maior média de germinacdo apenas para os controles 3 e 4 (15,5 e 11,5%, respectivamente),

em que se utilizou meio de cultura dgar-dgua sem a adicao de BD.

3.3.2 Antagonismo in vitro de trichoderma a fungos presentes nos didsporos de G.

polymorpha

No pareamento de culturas, avaliou-se a acdo dos isolados antagonistas, apds oito e 11
dias da incorporacdo destes. Os seis tratamentos com trichoderma demonstraram resultados

variados no confronto in vitro com os patdgenos testados (Tabela 10).

Tabela 10 — Médias das notas de antagonismo de isolados de trichoderma a quatro fungos
contaminantes isolados dos didsporos de Gochnatia polymorpha, em pareamento de culturas.
Santa Maria — RS (2011).

Médias das notas

Bipolaris sp. Alternaria sp. Cladosporium sp. Phoma sp.
Tratamentos 8dias 1ldias 8dias 11 dias 8 dias 11dias 8dias 11 dias

TSM1 2 1,5 1 1 1 1 1 1
TSM2 2,5 1 1 1 1 1 1 1
2B2 2,25 1 1 1 1 1 2 1,75
2B22 1,5 1 1 1 1 1 1,5 1
Agrotrich® 1 1 1,25 1 1 1 1 1
Trichodermil® 3 3 2 1,5 1,75 1,75 2,25 2
Testemunha 4 5 2,5 2,75 2 2 5 5

Aos oito dias do teste, o isolado 2B22 e o produto Agrotrich® apresentaram 6timo
desempenho no confronto aos quatro patégenos testados, obtendo notas entre 1 e 1,5 (Figura

11). Os isolados TSM1 e TSM2 também apresentaram 6timo desempenho no confronto com
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Alternaria sp., Cladosporium sp. e Phoma sp., com nota 1 em todos os tratamentos, mas nao
com Bipolaris sp., que obtiveram notas de 2 e 2,5, respectivamente. O isolado 2B2, aos oito
dias, s6 obteve bom desempenho no confronto com Alternaria sp. e Cladosporium sp., com

notas 1 para cada fungo contaminante.

Figura 11 — (A) confronto entre o isolado 2B22 de Trichoderma harzianum e Alternaria sp. aos oito dias; (B)
confronto entre Agrotrich® e Alternaria sp. aos oito dias

Na segunda avaliacdo, realizada apds 11 dias da incorporacio do antagonista,
observou-se que os isolados TSM1, TSM2 e 2B2 melhoraram seus desempenhos no confronto
com Bipolaris sp., obtendo notas de 1,5; 1 e 1, respectivamente. O isolado 2B2, mesmo aos
11 dias, ndo foi tao eficiente no confronto com Phoma sp., obtendo uma nota média de 1,75.
O produto comercial Trichodermil® obteve bom desempenho (nota 1,5) aos 11 dias do teste
no confronto com Alternaria sp.

Os isolados de trichoderma demonstraram que possuem outras habilidades como
agentes de biocontrole além da antibiose comprovada no teste do papel celofane. A antibiose
€ definida como a interacdo na qual um ou mais metabdlitos produzidos por um organismo
tém efeito danoso sobre o outro (STADNIK; BETTIOL, 2000), no entanto, segundo Bettiol
(1991), uma caracteristica recomenddvel, € que o antagonista aja através de mais de um
mecanismo, combinando antibiose, parasitismo, competicio e estimulo a defesa do
hospedeiro.

No presente estudo, possivelmente ocorreu antibiose, hiperparasitismo e competicao.
De acordo com Melo (1998), no ponto de encontro entre os dois micélios possivelmente
ocorre antibiose e parasitismo, uma vez que trichoderma pode detectar e localizar hifas de
fungos suscetiveis, crescendo em sua direcdo. Além disso, segundo Howell (2003), espécies
de trichoderma s@o habeis na supressiao do crescimento de varios fungos em meios de cultura
contendo agar, como observado no tratamento de segmentos de raizes de feijoeiro infectadas
com Macrophomina phaseolina e com T. virens, onde se observou que quando os segmentos

foram plaqueados em meio com dgar, apenas 7. virens cresceu a partir das raizes.
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Os organismos competem entre si para obter nutrientes, dgua, luz, espaco, fatores de
crescimento, oxigénio, entre outros, sendo a competicio um dos cldssicos mecanismos de
biocontrole (MELO, 1996). Assim, o potencial hiperparasitico de trichoderma esta
relacionado com a competi¢do por espaco e com atividades metabdlicas que lhes permitem
serem eficientes no hiperparasitismo das estruturas de outros fungos (HARMAN, 2000).
Contudo, os mecanismos de agdo sdo caracteristicas de cepas especificas, o que possivelmente

explica as diferencas observadas no desempenho dos isolados.

3.3.3 Efeito de trichoderma na emergéncia das plantulas e no crescimento vegetativo de G.

polymorpha

Os efeitos do trichoderma sobre as avaliacOes de primeira contagem, porcentagem e
indice de velocidade de emergéncia, bem como sobrevivéncia de plantulas, nimero de folhas,
altura, comprimento da maior raiz, massa fresca e seca da parte aérea e da raiz de G.
polymorpha, em substrato autoclavado, estdo apresentados na Tabela 11.

Os resultados demonstraram que o efeito do trichoderma foi diversificado nas
diferentes varidveis analisadas, o que vai ao encontro de Melo (1998), que diz que o sucesso
do controle de fitopatégenos e da promog¢do de crescimento vegetal por bioagentes depende
das propriedades e mecanismos de acdo do organismo. Tal fato j4 foi observado para esses
isolados nos testes realizados in vitro.

Em relacdo a porcentagem total de emergéncia de plantulas ao final de 12 semanas, a
andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com
trichoderma e o controle. Resultados opostos foram encontrados por Kleifeld e Chet (1992),
que observaram a acdo positiva de isolado de 7. harzianum em tratamento de semente e de
solo na emergéncia de feijdo, rabanete, tomate e pepino. Em experimentos de campo, a
microbiolizacdo com 7. harzianum isolado T-22 proporcionou aumento significativo na
emergéncia de plantulas de milho (LUZ, 2001).

Diniz et al. (2006), concluiram que a inocula¢do de sementes de alface com 7. viride
promoveu aumento na emergéncia e no indice de velocidade de emergéncia das plantulas,
mas no teste de germinacdo das sementes em laboratério, o0 mesmo isolado nao diferiu do
tratamento testemunha. Ja Ousley et al. (1993), observaram que alguns isolados auxiliaram e
outros inibiram a germinacdo de sementes de alface, demonstrando que o mecanismo de
promocao de germinacdo € especifico e alguns isolados podem, ainda, inibir a germinagdo, o

que nao foi observado no presente estudo.
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Tabela 11 — Primeira contagem de emergéncia (PC), emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), sobrevivéncia de plantulas,
nimero de folhas, altura, comprimento da maior raiz, massa fresca (MF) da parte aérea (PA) e da raiz e massa seca (MS) da parte aérea e da raiz
de Gochnatia polymorpha por isolados de trichoderma em substrato autoclavado. Santa Maria - RS (2011).

Tratamentos PC (%) E (%) IVE Sobrevivéncia  Numero de Altura Comp. raiz MF PA MF Raiz MS PA MS Raiz
(%) folhas (cm) (cm) ©® @ @ @
TSM1 (1) 5,67 be* 16,00 a 0,210 be 90,03 ab 3,64 bed 1,05 cd 10,19d 0,082 def 0,091 efg 0,022 ef 0,019 efg
TSM1(2) 10,33 abc 25,67 a 0,338 abc 88,49 ab 3,82 bed 1,06 cd 11,86 abcd 0,102cde 0,111 cdef 0,027 cdef 0,023 cdef
TSM2 (1) 3,67¢ 17,00 a 0,193 be 96,43 ab 3,22 cd 0,81 de 9,82d 0,046 def 0,048 fg 0,012 efg 0,010 fg
TSM2 (2) 7,67 abc 22,33 a 0,276 abc 89,15 ab 3,80 bed 0,96 cde 10,79 cd 0,073 def 0,090 defg 0,018 def 0,018 defg
2B2 (1) 16,67 a 28,67 a 0,475 a 92,26 ab 4,71 abc 1,55 be 16,47 abc 0,281 ¢ 0,319 abed 0,073 cd 0,055 bed
2B2 (2) 14,67 ab 22,00 a 0,370 abc 90,00 ab 6,75 a 2,69 ab 18,26 a 0,916 ab 0,875 a 0,249 ab 0,138 ab
2B22 (1) 9,00 abc 20,57 a 0,282 abc 100 a 5,00 ab 1,50 abc 13,92 abed 0,273 be 0,314 abc 0,072 be 0,056 abc
2B22 (2) 16,00 ab 25,67 a 0,414 ab 100 a 7,36 a 3,60 a 16,98 ab 1,113 a 0,895 ab 0,317 a 0,154 a
MIX (1) 11,67 abc 26,33 a 0,341 abc 63,98 b 2,60d 0,68 ¢ 9,57d 0,022 f 0,030 g 0,004 g 0,006 g
MIX (2) 3,67¢ 13,67 a 0,154 ¢ 74,48 ab 2,80d 0,78 de 8,74d 0,037 ef 0,043 fg 0,009 fg 0,008 fg
Tricho (1) 3,67c 16,67 a 0,177 ¢ 70,67 ab 2,90d 0,77 de 10,02d 0,061 def 0,060 efg 0,015 efg 0,012 efg
Agro (1) 6,67 abc 21,00 a 0,243 be 81,35 ab 3,46 bed 1,03 cd 11,62 bed 0,137¢cd  0,192bcde 0,034 cde 0,032 cde
Controle 3,00 ¢ 16,33 a 0,166 ¢ 90,86 ab 2,67d 0,80 de 10,70 bed 0,065 def 0,079 efg 0,014 efg 0,013 efg
CV% 37,14 39,32 40,19 - 11,78 12,26 15,98 21,67 19,80 22,33 22,41

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

**Foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos tratamentos com (1) e (2) 16-se dose 1 e dose 2. Dose 1 = 2g/Kg de substrato (10° UFC.g" de p6 biolégico); dose 2 = 4g/Kg de substrato (10° UFC.g"' de p6 biolégico).
Nos tratamentos denominados Tricho e Agro 18-se produto comercial Trichodermil® e produto comercial Agrotrich®.
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Por outro lado, na andlise de primeira contagem de emergéncia aos 28 dias, verificou-
se a influéncia positiva de T. harzianum, isolados 2B2 (doses 1 e 2) e 2B22 (dose 2). Estes
isolados também aceleraram a velocidade de emergéncia, que pode ser observada por meio do
IVE, diferindo significativamente do controle. Esses resultados demonstraram que, embora na
porcentagem total de emergéncia ndo tenha ocorrido diferenca significativa, os referidos
tratamentos permitiram um maior nimero de plantulas emergidas em um menor nimero de
dias, possivelmente por permitir que essas nao fossem atacadas por patégenos habitantes da
espermosfera que poderiam afetar a emergéncia e o estabelecimento das plantulas. De acordo
com Melo (1996), a aplicacdo de trichoderma ndo proporciona aumentos significativos
somente na porcentagem, mas também na precocidade e velocidade de germinagdo.

Os resultados obtidos correspondem aos encontrados por Oliveira (2007) para
sementes de cartamo (Carthamus tinctorius - Asteraceae), em que o isolado TC 1.15 de
Trichoderma sp. permitiu uma maior média de plantulas emergidas, mas ndo diferiu dos
outros tratamentos, no entanto, o referido isolado proporcionou o maior IVE, com diferenca
significativa. Também estdo de acordo com resultados obtidos por Ozbay et al. (2004) nos
quais os isolados T22 e T9S5 de T. harzianum ndo auxiliaram na emergéncia do tamateiro, mas
aumentaram o crescimento de plantulas.

Segundo Lucon (2009), a influéncia do trichoderma na germinagdo de sementes foi
inicialmente relacionada ao controle de microrganismos prejudiciais presentes no solo. No
presente estudo, o controle biolégico pode ter contribuido nos resultados, mas nesse caso, dos
patégenos presentes nos didsporos de G. polymorpha, ja que o substrato foi autoclavado.
Conforme a referida autora, na auséncia de fitopatogenos de solo, a promogdo de crescimento
por trichoderma tem sido relacionada a produ¢@o de hormonios ou fatores de crescimento e
aumento da disponibilidade e absor¢do de nutrientes pela planta.

Nesse estudo, a promoc¢dao do crescimento vegetativo de G. polymorpha por
trichoderma pode ser verificada pelas andlises do nimero de folhas, altura de plantula,
comprimento da maior raiz, massa fresca e seca da parte aérea e da raiz, onde foram
observados efeitos significativos dos isolados comparando aos controles. Segundo Melo
(1996) e Contreras-Cornejo et al. (2009), a aplicacdo de trichoderma tem proporcionado além
de aumentos significativos na porcentagem e na precocidade de germina¢do, aumento no peso
seco e na altura de plantas, além de estimular o desenvolvimento das raizes laterais.

Em relacdo a sobrevivéncia das plantulas, os isolados de trichoderma testados nao
aumentaram as médias de sobrevivéncia. A significancia observada nessa andlise foi para o

tratamento constituido pelo mix (dose 1), preparado com a mistura dos isolados, o qual
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reduziu a média de sobrevivéncia para 63,98% comparando com os dois tratamentos que
obtiveram 100% de sobrevivéncia, constituidos pelo isolado 2B22 (doses 1 e 2), que ndo
diferiram dos demais tratamentos. No entanto, Fortes et al. (2007), observaram que o
tratamento com os isolados ST, E15 e S2 de Trichoderma sp. aumentou a sobrevivéncia de
microestacas de eucalipto (Eucalyptus sp.).

De acordo com Agrios (2005), microrganismos agentes de controle bioldgico ou
antagonistas podem agir de modo a aumentar a resisténcia da planta na presenca de
patégenos. Sabe-se que havia a presenca de possiveis patdgenos nos didsporos, mas a
observacdo feita pelo referido autor, ndo foi observada nesse estudo, e ainda, 0 mix teve um
efeito negativo. Ethur (2006) também observou que o tratamento constituido pelo mix de 7.
harzianum inibiu a germinagdo e o desenvolvimento de hipocétilo e radicula de pepineiro.

Quanto ao ndmero de folhas por plantula, os tratamentos constituidos pelos isolados
2B2 (doses 1 e 2) e 2B22 (doses 1 e 2) foram os que apresentaram as maiores médias, nao
diferindo entre si. Os demais isolados testados nao diferiram do controle, embora as médias
tenham sido superiores ao controle em todos eles. Inbar et al. (1994) estudando o efeito de
trichoderma no crescimento de pepineiro, observaram um aumento de 96% de area foliar em
plantulas cultivadas em substrato tratado com o isolado T-203 de T. harzianum.

Em relacdo a altura medida em cm do colo ao &dpice da plantula, os tratamentos
constituidos pelos isolados 2B2 (doses 1 e 2) e 2B22 (doses 1 e 2), diferiram estatisticamente
do controle. Resultados semelhantes foram encontrados por Filho et al. (2008), que
observaram diferenca significativa na altura de mudas de um clone hibrido de eucalipto
(Eucalyptus grandi x E. urophylla) e também em mudas E. camadulensis por isolados de
Trichoderma sp. Donoso et al. (2008) observaram que 7. harzianum promoveu a maior média
de altura em plantulas de Pinus radiata.

Observou-se que G. polymorpha apresentou um bom crescimento do sistema radicular,
sendo que o tratamento que apresentou a maior média quanto ao comprimento da maior raiz
foi 0 2B2 (dose 2) com média de 18,26 cm. Este tratamento ndo diferiu do TSM1 (dose 2), do
2B2 (dose 1) e do 2B22 (doses 1 e 2) com médias de 11,86; 16,47; 13,92 e 16,98 cm,
respectivamente, entretanto, esses quatro tratamentos também ndo diferiram do controle
(10,70 cm). Resultados semelhantes correspondem aos encontrados por Harman (2000), que
obteve maior crescimento de raizes de soja e de milho tratadas com 7. harzianum T-22
quando comparados com testemunhas nao tratadas. Fortes et al. (2007) também observaram

que o isolado E15 promoveu o enraizamento de microestacas de eucalipto (Eucalyptus sp.),
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apresentando aumento significativo na porcentagem de enraizamento (62,25%) em relacdo ao
tratamento testemunha (28,77%).

As andlises das massas frescas e secas da parte aérea e da raiz demonstraram que os
tratamentos constituidos pelos isolados 2B2 (doses 1 e 2) e 2B22 (doses 1 e 2) diferiram
estatisticamente dos respectivos controles. Quanto a massa fresca da parte aérea, as médias
dos referidos tratamentos foram respectivamente: 0,281; 0,916; 0,273 e 1,113 g, enquanto o
controle obteve uma média de 0,065 g. Quanto a massa fresca da raiz, as médias dos referidos
tratamentos foram: 0,319; 0,875; 0,314 e 0,895 g, enquanto o controle obteve uma média de
0,079 g. As médias quanto a massa seca da parte aérea foram: 0,073; 0,249; 0,072; 0,317 e o
controle 0,014 g. J4 as médias da massa seca da raiz foram: 0,055; 0,138; 0,056; 0,154 e o
controle 0,013 g.

Embora os quatro referidos tratamentos com trichoderma tenham diferido
estatisticamente dos respectivos controles, observou-se quanto a massa fresca e seca da parte
aérea que, aqueles que obtiveram as maiores médias foram o 2B2 e o 2B22 nas doses 2.
Quanto a massa seca da raiz, tal fato também foi observado, sendo que as maiores médias
foram dos tratamentos com os isolados 2B2 (dose 2) e 2B22 (doses 1 € 2).

Tavares (2009) também obteve diferenca significativa na biomassa fresca e seca total
(parte aérea + raizes) de plantas de mamoeiro plantadas em solo contendo 7. harzianum
1solado T70 e T. virens isolado T68, quando comparados com o controle. Resende et al.
(2004) observaram que 7. harzianum estimulou maior acimulo de matéria seca em plantulas
de milho. Filho et al. (2008) avaliando a promog¢ao de crescimento de mudas de um clone
hibrido de eucalipto (Eucalyptus grandi x E. urophylla) observaram que o isolado CEN 162
de T. asperellum e o isolado CEN 262 de T. harzianum apresentaram as maiores médias de
massa seca da raiz e da parte aérea, diferindo estatisticamente do controle.

Diante dos resultados obtidos para as varidveis analisadas, pdde-se inferir que os
isolados 2B2 e 2B22 de T. harzianum apresentaram-se potenciais como promotores do
crescimento vegetal. Contudo, segundo Pomella e Ribeiro (2009), os mecanismos do
trichoderma na promoc¢ao de crescimento vegetal, em auséncia de fitopatégenos, sdo pouco
esclarecidos em comparacao aos mecanismos de acdo envolvendo o controle bioldgico.

De acordo com Melo (1998), no controle de fitopatégenos, trichoderma apresenta-se
capaz de inibir patdégenos através de competi¢do, parasitismo direto e antibiose, pela producao
de metabdlitos secundérios, além de micoparasitismo de estruturas de resisténcia de
patégenos, como esclerddios, esporos e clamidésporos, em geral dificeis de serem destruidos,

e ainda, € capaz de atuar como indutor de resisténcia das plantas contra doencgas. Ja a
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propriedade de promocao do crescimento vegetal pode estar relacionada com o controle de
patégenos, mas também envolve a producdo de hormonios pelas plantas, disponibilizacdo de
nutrientes do solo ou matéria orgdnica e aumento na captacdo ou transloca¢do de minerais
(KLEIFELD; CHET, 1992). Lucon (2009) acrescenta, ainda, a produ¢do de hormdnios ou
fatores de crescimento pelos isolados.

Filho et al. (2008), observaram producdo de acido indolacético (AIA) em alguns
isolados de Trichoderma spp., sendo que a produgao desse hormonio foi detectada em baixos
niveis nos isolados CEN 209 e CEN 500, e niveis consideravelmente superiores no isolado
CEN 262. Hoyos-Carvajal et al. (2009), avaliaram a producido de metabdlitos de 101 isolados
de Trichoderma spp., 60% das cepas produziram dcido indolacético (AIA) ou analogos a
auxina, 20% foram capazes de produzir formas soliveis de fosfato de rocha fosfatica e 8%
das amostras avaliadas mostraram capacidade de produzir sider6foros consistentes para
converter ferro a formas soluveis.

Sob essa perspectiva, de acordo com Altomare et al. (1999), no solo, macro e micro
nutrientes sofrem um equilibrio dinamico complexo de solubilizacdo e insolubilizagao,
fortemente influenciado pelo pH e pela microflora, que afeta a acessibilidade desses para
serem absorvidos pelas raizes das plantas. Conforme os autores, a promog¢do de crescimento
em plantas promovida pelo fungo 7. harzianum T-22 estd na sua habilidade de solubilizar
muitos nutrientes importantes para a planta. Assim, os mecanismos de acdo dos
microrganismos sdo especificos e podem variar conforme a cultura e o ambiente, como a
interferéncia de outros microrganismos, substrato, temperatura e umidade.

Nesse sentido, os mesmos tratamentos avaliados no substrato autoclavado também
foram avaliados em substrato nao autoclavado, a fim de se fazer uma andlise entre a acdo dos
isolados de trichoderma nos dois ambientes, tal procedimento foi realizado por Ethur (2002).
Os resultados obtidos dos efeitos de trichoderma na promoc¢do de germinagdo das sementes e

crescimento vegetal de G. polymorpha, em substrato ndo autoclavado, estdo apresentados na

Tabela 12.
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Tabela 12 — Primeira contagem de emergéncia (PC), emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), sobrevivéncia de plantulas,
nimero de folhas, altura, comprimento da maior raiz, massa fresca (MF) de parte aérea (PA) e de raiz e massa seca (MS) de parte aérea e de raiz
de Gochnatia polymorpha por isolados de trichoderma em substrato ndo autoclavado. Santa Maria - RS (2011).

Tratamentos PC E (%) IVE Sobrevivéncia  Numero de Altura Comp. raiz MF PA MF Raiz MS PA MS Raiz
(%) (%) folhas (cm) (cm) (@) (@) (@ ()
TSM1 (1) 2,00 ab* 10,67 a 0,108 ab 80,06 a 2,40 ¢ 0,63 ¢ 7,79b 0,023 be 0,029 be 0,006 be 0,007 abc
TSM1 (2) 1,00 ab 11,00 a 0,094 ab 8222a 2,69 ¢ 0,62 ¢ 6,61b 0,017 ¢ 0,018 ¢ 0,004 be 0,004 ¢
TSM2 (1) 2,00 ab 19,00 a 0,164 ab 85,59 a 2,77¢ 0,74 ¢ 9,27 ab 0,035 abc 0,042 abc 0,007 abc 0,007 abc
TSM2 (2) 1,33 ab 8,00 a 0,084 b 85,12a 2,68 ¢ 0,75 ¢ 8,52b 0,026 be 0,030 be 0,006 be 0,006 be
2B2 (1) 4,00 ab 13,67 a 0,157 ab 80,70 a 3,58 be 0,86 bc 11,74 ab 0,063 abc 0,095 abc 0,015 abc 0,018 abc
2B2 (2) 4,67 ab 18,00 a 0,206 ab 96,58 a 4,76 ab 1,34 ab 13,22 ab 0,250 ab 0,295 ab 0,059 ab 0,046 ab
2B22 (1) 3,00 ab 15,67 a 0,165 ab 86,04 a 3,33 bc 0,83 be 13,04 ab 0,068 abc 0,105 abc 0,015 abc 0,018 abc
2B22 (2) 733 a 17,67 a 0,244 a 91,81a 594 a 1,94 a 18,19 a 0,574 a 0,650 a 0,152 a 0,108 a
MIX (1 4,33 ab 17,67 a 0,195 ab 55,59 a 2,56 ¢ 0,67 ¢ 8,26 b 0,019 be 0,022 be 0,004 ¢ 0,004 be
MIX (2) 0,33b 9,00 a 0,071b 61,67 a 2,79 ¢ 0,75 ¢ 8,66 ab 0,027 abc 0,028 abc 0,005 abc 0,005 be
Tricho (1) 3,33 ab 13,33 a 0,138 ab 91,90 a 2,72¢ 0,68 ¢ 8,55b 0,029 abc 0,037 abc 0,007 be 0,008 be
Agro (1) 2,33 ab 11,67 a 0,114 ab 74,63 a 249 ¢ 0,72 ¢ 8,86 b 0,030 abc 0,040 abc 0,006 abc 0,008 abc
Controle 2,67 ab 13,67 a 0,137 ab 67,15a 2,60 ¢ 0,73 ¢ 9,52b 0,022 be 0,027 be 0,005 abc 0,006 abc
CV% - 25,69 27,61 - 22,32 18,51 17,34 - - - -

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

** Foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos tratamentos com (1) e (2) 18-se dose 1 e dose 2. Dose 1 = 2g/Kg de substrato (10° UFC.g" de p6 biolégico); dose 2 = 4g/Kg de substrato (10° UFC.g"' de p6 biolégico).
Nos tratamentos denominados Tricho e Agro 18-se produto comercial Trichodermil® e produto comercial Agrotrich®.
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Em relagcdo a porcentagem de emergéncia no final das 12 semanas, verificou-se que
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com os isolados de trichoderma e o
controle. Esse mesmo resultado ja havia sido obtido na andlise dessa varidvel em substrato
autoclavado. Ja na andlise da primeira contagem de emergéncia, realizada aos 28 dias,
verificou-se que a média do tratamento constituido pelo mix (dose 2) foi inferior (0,33%) ao
controle (2,67%), diferindo estatisticamente, entretanto, ndo pode-se dizer que esse tratamento
inibiu a germinacdo, ja que na contagem final ndo diferiu dos demais.

Quanto a velocidade de emergéncia, expressa por meio do IVE, foi possivel observar
que o isolado 2B22 (dose 2) obteve a maior média (0,244). Nessa analise também foi possivel
observar que os tratamentos TSM2 (dose 2) (0,084) e o mix (dose 2) (0,071) obtiveram
médias inferiores ao controle (0,137), mas ndo diferindo deste. O resultado obtido para o mix
pode ser devido a interagdo entre os isolados, ja que individualmente o isolado 2B22 obteve a
maior média. Em substrato autoclavado, resultado semelhante j4 havia sido observado,
quando o tratamento constituido pelo mix (dose 2) obteve a menor média de IVE.

A andlise de sobrevivéncia de plantulas ao final das 12 semanas mostrou que nao
houve diferenga significativa entre os isolados e o controle, tendo este obtido uma média de
67,15% de sobrevivéncia, enquanto a maior média foi do 2B2 (dose 2), 96,58%. O tratamento
que obteve a menor média (55,59) foi do mix (dose 1). Resultado semelhante também foi
observado em substrato autoclavado, em que a média de sobrevivéncia de plantulas do mix
(dose 1) foi a menor (63,98%). Segundo Melo (1991), um dos problemas de se introduzir
antagonistas € que o hiperparasitismo pode ocorrer até mesmo entre espécies diferentes de
trichoderma, sendo que esse fato sugere que a introducdo de um dado isolado no solo pode,
ainda, sofrer interferéncia de outras espécies indigenas.

As andlises do nimero de folhas e da altura medida do colo ao &pice, por plantula,
mostraram que os tratamentos constituidos pelos isolados 2B2 e 2B22 (doses 2), foram os que
obtiveram as maiores médias, diferindo estatisticamente dos respectivos controles. O
tratamento 2B2 obteve médias de 4,76 folhas por plantula e 1,34 cm de altura e o 2B22 obteve
5,94 folhas por plantula e 1,94 cm de altura, enquanto o controle obteve 2,60 folhas por
plantulas e 0,73 cm de altura. A promog¢ao de crescimento pelo isolado 2B22 também pdde
ser observada pela andlise do comprimento da maior raiz. O tratamento que atingiu a maior
média foi o 2B22 (dose 2) com 18,19 cm, diferindo do controle com 9,52 cm. Os isolados
2B2 e 2B22 ja haviam demonstrado os seus potenciais nessas mesmas variaveis analisadas em

substrato autoclavado.
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O isolado 2B22 (dose 2) também apresentou efeito positivo nas analises das massas
frescas da parte aérea e da raiz. A maior média da massa fresca da parte aérea (0,574 g)
diferiu estatisticamente do controle (0,022 g), fato que também ocorreu com a média da massa
fresca da raiz (0,650 g), enquanto o controle obteve uma média de 0,027 g. Em substrato
autoclavado, os isolados 2B2 e 2B22 de T. harzianum (doses 1 e 2) também foram os que
apresentaram os melhores resultados na andlise dessas varidveis.

Em relacdo a massa seca, tanto da parte aérea quanto da raiz, embora as maiores
médias tenham sido do 2B22 (dose 2) ndo foi observado diferenca significativa entre os
tratamentos e o controle. Resultados opostos foram encontrados para essas varidveis no
substrato autoclavado. Dentre os fatores que podem ter contribuido para este resultado estao
as agdes dos isolados. Segundo Ethur (2006), o comportamento de fungos de solo, como
trichoderma, pode modificar quando colocado em outro ambiente. Kleifeld e Chet (1992)
obtiveram bons resultados na promog¢do de crescimento do pepineiro por isolado de T.
harzianum tanto em solo autoclavado quanto em ndo autoclavado, entretanto, segundo os
autores, a habilidade de T. harzianum em promover o crescimento de plantas varia com o tipo
de substrato, como nutrientes ou matérias organicas disponiveis, e com a habilidade de
competir com patdgenos na rizosfera.

Nesse sentido, conforme Ethur (2002), o substrato autoclavado pode ter apresentado
diferencas quimicas quando comparado ao substrato nido autoclavado e essas diferencas
podem ter interferido nas variagdes encontradas no crescimento. O processo de autoclavagem
pode ter acelerado a decomposi¢do da matéria organica, causando, segundo Ghini e Bettiol
(1995), modificagdes na solubilidade ou disponibilidade dos nutrientes.

Contudo, mesmo em substrato ndo autoclavado, percebeu-se pelas analises do nimero
de folhas, altura, comprimento da maior raiz e massa fresca tanto da parte aérea quanto da raiz
que os isolados 2B2 e 2B22 de T. harzianum, na dose 2, apresentaram resultados positivos
quanto ao crescimento vegetativo de G. polymorpha, confirmando aqueles obtidos por estes

1solados, nas doses 1 e 2, em substrato autoclavado (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 — Diferencas no crescimento vegetal de Gochnatia polymorpha entre os isolados de trichoderma e o
tratamento controle em substrato autoclavado. T1: TSM1 dose 1; T2: TSM1 dose 2; T3: TSM2 dose 1; T4:
TSM2 dose 2; T5: 2B2 dose 1; T6: 2B2 dose 2; T7: 2B22 dose 1; T8: 2B22 dose 2; T9: mix dose 1; T10: mix

dose 2; T11: Trichodermi1® dose 1; T12: Agrotrich® dose 1; T13: controle (sem trichoderma)

Figura 13 — Diferencas no crescimento vegetal de Gochnatia polymorpha entre os isolados de trichoderma e o
tratamento controle em substrato ndo autoclavado. T14: TSM1 dose 1; T15: TSM1 dose 2; T16: TSM2 dose 1;
T17: TSM2 dose 2; T18: 2B2 dose 1; T19: 2B2 dose 2; T20: 2B22 dose 1; T21: 2B22 dose 2; T22: mix dose 1;

T23: mix dose 2; T24: Trichodermil® dose 1; T25: Agrotrich® dose 1; T26: controle (sem trichoderma)

Esses resultados sdo de extrema relevancia na implantacdo de técnicas silviculturais
para promover o crescimento vegetal de G. polymorpha dada a sua importancia econdmica e
principalmente ambiental, além disso, deixam perspectivas para aplicacdo em outras
pesquisas com outras espécies florestais nativas. Segundo Caldas (2006), a interacdo entre
microrganismos e espécies florestais € uma drea carente e que pode encurtar o tempo até a
frutificacdo, antecipando, desta forma, a obtencdo de sementes e mudas para os mais diversos

interesses.
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Outro aspecto relevante dessa pesquisa, em relacdo aos isolados 2B2 e 2B22 de T.
harzianum, que se apresentaram potenciais na promocao do crescimento vegetal da espécie
em estudo, é a possibilidade do desenvolvimento de trabalhos de pesquisas direcionados as
diversas etapas para a obtencdo de produtos bioldgicos a base de trichoderma, podendo

futuramente originar um produto biolégico comercial.
3.4 Conclusoes

Todos os isolados de trichoderma testados sdo eficientes no controle da contaminacao
fungica dos didsporos de G. polymorpha pela técnica in vitro do papel celofane. Com a
aplicacdo desta técnica utilizando-se meio de cultura dgar-dgua + BD ndo € possivel avaliar os
efeitos dos isolados na promog¢do da germinagio in vitro das sementes da espécie.

O 1solado 2B22 e o produto Agrotrich® sd0 os mais eficientes no teste de pareamento
de cultura no antagonismo a Bipolaris sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. € Phoma sp. Os
isolados TSM1 e TSM2, com exce¢do de Bipolaris sp., também sdo eficientes nesse teste no
antagonismo aos referidos fungos. J4 o isolado 2B2 apresenta eficiéncia somente no
antagonismo a Alternaria sp. e Cladosporium sp.

Tanto em substrato autoclavado quanto em ndo autoclavado, trichoderma ndo interfere
na emergéncia das plantulas, mas os isolados 2B2 e 2B22 de T. harzianum promove o

crescimento vegetativo de G. polymorpha.
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