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As florestas tropicais desempenham funcdo vital na manutencdo da
estabilidade e qualidade do meio ambiente, protegem o solo e os recursos hidricos,
conservam a diversidade bioldgica, protegem os valores culturais e recreativos, que
contribuem com a melhoria da qualidade de vida da populacdo. Sendo o
germoplasma de espécies florestais uma riqueza a ser utilizada e preservada.
Schinus terebinthifolius  (Anacardiaceae) possui propriedades medicinais,
alimenticias e ecologicas, além de serem destinados a recomposicdo de areas
degradadas de preservacdo permanente. No entanto, ainda sdo poucos os estudos
sobre a caracterizacdo citogenética e promocdo de crescimento dessa espécie.
Assim, visando a conservacao e a utilizacdo sustentavel, objetiva-se caracterizar
citogeneticamente esta espécie, avaliar a qualidade das sementes de S.
terebinthifolius provenientes de individuos de diferentes acessos do Rio Grande do
Sul, bem como, avaliar o efeito da interacédo de Trichoderma spp. na contaminacao e
germinacao in vitro e no crescimento vegetativo ex vitro de S. terebinthifolius. Para
a determinacdo do numero de cromossomos, foram utilizados tecidos de pontas de
raizes. No estudo de germinacao, as parcelas com as sementes foram mantidas em
camara climatica com fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 20°C (+/- 2°C). Para
o estudo da interacado entre S. terebinthifolius e Trichoderma spp. foram avaliados os
isolados TSM1 e TSM2 de Trichoderma viride, 2B2 e 2B22 de Trichoderma
harzianum para o experimento in vitro, através da técnica do papel celofane e o
experimento ex vitro foi realizado em casa de vegetacao, onde se avaliou os efeitos
dos isolados 2B2 e 2B22, e o produto comercial Trichodermil®, todos na presenca e
auséncia do regulador de crescimento Stimulate®. Conclui-se que o nimero de
cromossomos da espécie S. terebinthifolius determinado para 22 acessos coletados
no Rio Grande do Sul é de 2n = 28, indicando que ndo ocorre variabilidade
intraespecifica. A qualidade das sementes de S. terebinthifolius apresenta grande
heterogeneidade entre os diferentes acessos de coleta. Com a técnica in vitro do
papel celofane, os quatro isolados de Trichoderma spp. testados sao eficientes no
controle da contaminagéo fungica das sementes. No cultivo ex vitro, observou-se
diferenca significativa de crescimento no indice de area foliar para o isolado 2B2;

Palavras-chave: Espécie florestal. Espécie nativa. Contagem de cromossomos.
Germinacgéo de sementes. Interacéo planta-microrganismo.
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Tropical forests play vital role in maintaining the stability and quality of the
environment, protecting the soil and water resources, conserving the biodiversity,
protecting cultural and recreational values, which contribute to improving the quality
of life of the population. Being the germplasm of forest species a wealth to be used
and preserved. Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae) has medicinal, alimentary
and ecological properties, besides being destined for the recomposition of degraded
areas of permanent preservation. However, there are few studies on the cytogenetics
characterization and promotion growth of this species. Thus, aiming for conservation
and sustainable use, the objective is to characterize cytogenetically this species,
assess the quality of the seeds S. terebinthifolius from individuals of different
accessions of populations of Rio Grande do Sul, as well as, to evaluate the effect of
the interaction of Trichoderma spp. on the contamination and in vitro germination
and ex vitro vegetative growth of S. terebinthifolius. For the determination of
chromosome number were used tissues of root tips. In the germination study, the
parcels with seeds were kept in a climatic chamber with a photoperiod of 16 hours at
the temperature of 20°C (+/- 2°C). To the study the interaction between S.
terebinthifolius and Trichoderma spp. were evaluated the isolates TSM1 and TSM2
of Trichoderma viride, 2B2 and 2B22 of Trichoderma harzianum for the in vitro
experiment, through the cellophane technique and the ex vitro experiment was
conducted in a greenhouse, where were evaluated the effects of the isolates 2B2 and
2B22 and the commercial product Trichodermil®, all in the presence and absence of
growth regulator Stimulate®. It is concluded that the chromosome number of the
species S. terebinthifolius determined for 22 accessions collected in Rio Grande do
Sul is 2n = 28, indicating that there isn't intraspecific variability. The quality of the
seeds of S. terebinthifolius shows great heterogeneity among the different
accessions collection. With the technique of in vitro cellophane, all four isolates of
Trichoderma spp. tested are efficient in controlling fungal contamination of seeds. In
ex vitro cultivation, the difference was significant growth in leaf area index for strain
2B2.

KEYWORDS: Forest species. Native species. Chromosome counting. Seed
germination. Plant-microorganism interactions.
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INTRODUCAO GERAL

Uma alternativa para reduzir a exploracdo das florestas naturais; renovar a
vegetacdo nativa; recuperar as dareas degradadas; estabelecer bancos de
germoplasma; criar programas de melhoramento de plantas; e plantios para a
exploracdo econdémica de frutos, madeira e produtos medicinais, € 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 é
significativamente inferior a demanda atual e potencial, enquanto a relacdo das
espécies recomendadas para restauracdo ambiental € ampla. Dentre elas esta a
Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida popularmente por Aroeira vermelha e
pertencente a familia Anacardeaceae.

A S. terebinthifolius € uma planta pioneira, que apresenta ampla distribuicdo
geografica e plasticidade ecoldgica, ocorrendo do Rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul (LORENZI; MATOS, 2002; LORENZI, 2008). A aroeira possui
propriedades medicinais, alimenticias e ecologicas. Na culinaria, seus frutos de cor
vermelha ou rosada, adocicados e arométicos séo utilizados na cozinha do mundo
inteiro com o0 nome de pimenta-rosa como condimento. Na maturidade pode atingir
de 5 a 10m de altura e seu tronco, geralmente tortuoso e inclinado, de 30 a 60cm de
diametro. Possui folnas compostas imparipinadas de 10 a 15cm de comprimento. O
ciclo de floracdo e frutificacdo é anual, sendo que seus frutos possuem diametro
médio de 0,4cm (LORENZI, 2000).

Na literatura cientifica existem poucos trabalhos de pesquisa com S.
terebinthifolius, entretanto, Pedrosa et. al. (1999) e Franco-Cairo et al. (2009), em
estudos citogenéticos realizados com S. terebinthifolius, encontraram 2n = 28.
Sendo que as informacdes sobre cromossomos sao relevantes em estudos
sistematicos e evolutivos, abrangendo, desde a simples contagem, até detalhes da
citogenética molecular que sdo a fronteira da pesquisa atual (STACE, 2000).
Historicamente, quando estudos citogenéticos de espécies arbdreas sao
comparados aos de espécies cultivadas e/ou nativas com valor agronémico, sua

7

limitacdo € evidente, restringindo-se a informacdes bésicas sobre sua estrutura



18

gendmica e a inclusdo dessas espécies em programas de melhoramento e
conservacgao (SCHLARBAUM, 2000).

A importancia das informacdes cromossdmicas foi discutida por Krapovickas
(1972), o qual expds que, desde o final do século passado, quando se constatou que
a quantidade de cromossomos pode ser constante para cada espécie vegetal,
iniciou-se a analise dos numeros cromoss6micos em busca de um elemento
importante que possibilita esclarecer o conceito de espécie. As diferencas
cromossomicas refletem diferencas na origem da variacdo genética e, muitas vezes,
no conteudo génico do individuo (STEBBINS, 1971).

Contudo, o cultivo de espécies florestais nativas, com finalidade econémica
Oou 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). O teste padrédo de germinacao
€ referéncia para avaliar a qualidade e serve de base na comercializacdo de
sementes. E realizado em condicées ideais e controlado, de forma que possibilitem
a padronizacdo e reprodutibilidade de resultados entre laboratérios (OLIVEIRA &
PEREIRA, 1987).

Para que o processo de germinacao ocorra é necessario que as sementes
estejam viadveis e que as condicbes ambientais sejam favoraveis. Dentre o0s
principais fatores ambientais pode-se citar a temperatura e a luz, que sendo
conhecidos os seus efeitos podem ser controlados e manipulados de forma a
otimizar a porcentagem, velocidade e uniformidade da germinacéo, resultando na
producdo 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 patdgenos, o que afeta a qualidade e reduz a
capacidade germinativa das mesmas. Em testes de germinacdo de laboratorio,
varias substancias com acédo germicida sdo utilizadas para fazer a desinfestacéo
superficial das sementes (WENDLING et al., 2006), entretanto, 0 sucesso no
controle dos microrganismos vai depender do tipo de semente e de patégeno, do
produto e das dosagens utilizadas nesses testes (DHINGRA et al., 1980).

Para algumas espécies florestais nativas, a quantidade de sementes
disponiveis em populacdes naturais ndo é suficiente para atender a demanda, tanto

comercial quanto para a pesquisa. Isso € decorrente da dispersédo das arvores em
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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), aléem da variacdo de fatores
ambientais que tem intensificado a reducédo 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 sustentavel para estimular o crescimento vegetal,
mas é carente para a maioria das espécies florestais nativas (CALDAS, 2006).
Sendo que, hd também a necessidade de usar produtos biol6gicos como uma
alternativa aos quimicos, assim, o0s bioprodutos apresentam-se como uma
tecnologia alternativa, que podera ter um importante impacto na reducao do uso de
fungicidas e fertilizantes (LUZ, 2001).

Fungos do género Trichoderma, conhecidos comumente por trichoderma,
estdo entre 0s microrganismos mais estudados como agentes no biocontrole de
fitopatdgenos, 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 competicdo, parasitismo direto,
producdo de metabdlitos secundarios, além de atuarem como indutores de
resisténcia a plantas contra doencas e por serem parasitas de estruturas de
resisténcia de patdégenos no ambiente, como esporos, em geral dificeis de serem
destruidos (MELO, 1998).

Sendo que a inducdo de resisténcia por trichoderma é um mecanismo de
acdo que vem sendo pesquisado nos ultimos anos. As plantas levadas ao estado de
indugcédo apresentam aumento nas atividades de enzimas, tais como, quitinases,
glucanases e peroxidases, envolvidas nas rotas de percepcdo da presenca de
patdbgenos em potencial e nas rotas de sinaliza¢do 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;
PERAZZOLLI et al., 2011).
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Desse modo, os resultados desta interacdo podera otimizar a producao de
mudas e consequentemente reduzir o extrativismo de florestas naturais; contribuir
nos programas de reflorestamentos no Brasil, acelerando processos de recuperacao
de areas degradadas; além da conservacdo genética da espécie e de vantagens
para produtores em viveiros.

Levando tais aspectos em consideracéo, este trabalho objetivou estudar a
caracterizacao citogenética, realizando a contagem de cromossomos visando além
da caracterizacdo do germoplasma nativo, verificar a possivel existéncia de
variabilidade intraespecifica de S. terebinthifolius, bem como avaliar a qualidade das
sementes, observando caracteristicas relacionadas ao poder germinativo desta
espécie e avaliar o efeito do Trichoderma spp. no crescimento vegetal. Para isso
realizou-se a contagem do numero de cromossomos; a germinacdo de S.
terebinthifolius proveniente de diferentes acessos de coleta; e avaliou-se o efeito de
Trichoderma spp. na contaminacdo e germinacdo in vitro, e no crescimento

vegetativo ex vitro de S. terebinthifolius.
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REVISAO DE LITERATURA

A espécie arborea Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi pertence ao reino vegetal, de origem familiar ou
divisdo Tracheophyta, da classe Magnoliopsida, da ordem Sapindales, da familia
Anacardiaceae, género Schinus, espécie terebinthifolius, divisdo da espécie Raddi
(DALCIN, 2001; KATZER, 2002).

Popularmente recebe varias denominacfes, tais como: Aroeira-pimenteira,
aroeira-vermelha, aroeira-mansa, aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-do-brejo, aroeira-
do campo, aroeira-de-sabid, aroeirinha, coracdo-de-bugre, fruto-de-sabia, fruto-de-
raposa, fruto-de-cutia, araguaraiba, corneiba, arvore-da-pimenta, cabui, cambui,
lentisco. O termo aroeira € proveniente da abreviatura de araroeira, que significa
arara mais o sufixo -eira — arvore da arara — por ser a planta em que de preferéncia
essa ave pousa e vive (SA, 1999).

A espécie S. terebinthifolius Raddi ndo deve ser confundida com outras
variedades de aroeiras, dentre as quais se destaca a Lithraea molleoides. Essa é
extremamente caustica e causa lesdes cutaneas. Para estes casos, as lavagens
com o decocto das folhas da S. terebinthifolius Raddi sdo um remeédio eficaz
(BALBACHAS, 1956).

Sua distribuicdo é ampla, ocorrendo naturalmente no Brasil, Paraguai,
Uruguai e leste da Argentina (SANCHOTENE, 1989). No Brasil, ocorre nos estados
de Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo e Sergipe (CARVALHO, 2003). Sendo de
ampla distribuicdo natural nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (NOGUEIRA, 1998).

No Bioma Mata Atlantica ocorre nas florestas estacional decidual, floresta
estacional semidecidual, ombréfila densa e ombrdfila mista (CARVALHO, 2003). A
espécie ocorre, ainda, no Bioma Caatinga, onde o pioneirismo e agressividade
permitem seu estabelecimento em locais adversos (BAGGIO, 1988; SANCHOTENE,
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1989). E observada, também, no Bioma Cerrado, na Savana, Savana Florestada
(Cerradao) e Campo Cerrado (CARVALHO, 2003).

Do ponto de vista de seu comportamento sucessional, a espécie € pioneira a
secundaria inicial, heliofila ou de luz difusa; de ocorréncia em diversos tipos de
solos, de baixa fertilidade quimica a férteis, solos Umidos ou secos, arenosos ou
argilosos, desde o nivel do mar ate 2.000 metros de altitude (CARVALHO, 2003).
Apresenta rapido crescimento e possui alta capacidade de ocupacdo em areas
degradadas podendo ser facilmente cultivada.

A S. terebinthifolius € um arbusto de dois a trés metros de altura, as vezes
arborescentes com até sete a oito metros de altura, com tronco de 30 a 60 cm. Os
ramos sao eretos ou apoiantes, flexiveis quando novos, pubescentes a vilosos ou
glabros. Folhas compostas, imparipenadas, com peciolos cilindricos na parte inferior
e mais ou menos alados; foliolos oblongo-elipticos ou obovados, estreitos na base e
obtuso ou agudo ou ainda providos de um pequeno dente no apice, cerrados,
membranaceos, glabros. As flores sdo amarelo-palidas pequenas, dispostas em
paniculos de 5 a 10 cm de comprimento. Os frutos, drupas de um vermelho vivo, de
4 a 5 mm didmetro, arométicos, conferindo uma beleza notavel a arvore (LORENZI &
MATOS, 2008). Os frutos sédo globosos vermelho-pélidos luzidios. As cascas
apresentam-se como fragmentos de comprimento variavel, pardas externamente e
avermelhadas na face interna. Fornece madeira parda ou amarela-clara, mole,
porém pesada e bastante resistente. O cheiro é resinoso; o sabor € adstringente,
devido ao tanino, e balsamico (PIO CORREA, 1926; BALBACHAS, 1956; FLEIG,
1989; JORGE; MARKMANN, 1996; SA, 1999).

Por ser uma espécie dioica e suas flores diclinas, sua estratégia de
polinizacdo é a cruzada (xenogamia/alogamia). Lenzi e Orth (2004a) constataram
que a transferéncia de pdlen é mediada exclusivamente por insetos polinizadores,
observando um grande e diversificado niumero de visitantes florais nas flores da
aroeira-vermelha, durante todo o periodo de floracdo. Estes insetos constituiram-se,
na sua maioria, de abelhas (Apidae, Halictidae, Colletidae e Megachilidae), de
moscas (Syrphidae, Calliphoridae, Muscidae, entre outras) e de vespas (Vespidae,
Pompilidae e Sphecidae), que visitaram as flores de ambos os sexos ao longo de
todo o dia.

Segundo Lenzi e Orth (2004b), avaliando populacdes de S. terebinthifolius

Raddi, no litoral de Santa Catarina, verificaram que a floracdo ocorreu em dois



23

periodos: de outubro a novembro, com cerca de 20% dos individuos avaliados em
florescimento, e entre fevereiro a abril, com florescimento de todos os individuos de
ambos os sexos. A frutificagcdo ocorre em seguida, sendo que os frutos podem
permanecer até a proxima floracdo. Sua dispersédo de sementes é do tipo zoocoérica
(NOGUEIRA, 1998).

Importancia ambiental, econdmica e medicinal

S. terebinthifolius € recomendada para recuperacdo de solos pouco férteis
(como rasos, rochosos, hidromoérficos ou salinos), devido ao seu carater de
rusticidade, pioneirismo e agressividade (CARVALHO, 1988). Apresenta alta carga
de floracéo e frutificacdo, sendo seus frutos um dos mais procurados pela avifauna,
portanto, util nos reflorestamentos heterogéneos destinados a recomposi¢cdo de
areas degradadas de preservacao permanente (LORENZI, 1992).

O uso dos frutos de S. terebinthifolius como produto condimentar denominado
“pimenta rosa” tem sido bastante difundido em nivel nacional e internacional, embora
no Brasil ainda seja incipiente. A pimenta rosa tem sido utilizada como substituta da
pimenta-do-reino na regido do cerrado de Minas Gerais (LACA-BUENDIA et al.,
1992). Os frutos da aroeira, no Pais, sdo utilizados apenas em sua forma
desidratada e comercializados, na maioria das vezes, a granel (BERTOLDI, 2006).
Geralmente, 3kg de sementes frescas produzem 1kg de material processado
(BANDES, 2008).

A pimenta rosa vem sendo utilizada nas mais exigentes culindrias do mundo
(BERTOLDI, 2006) para temperar carnes brancas, salames e massas e conferir
sabores exoticos a bebidas e doces, como coquetéis e chocolates. Introduzida na
cozinha francesa com o nome de “poivre rose”, “pepe rosa” na italiana, “pimienta
rosa” na espanhola, “blassroter pfeffer’” na alema e “pink pepper” ou “brazilian pink
peppercorn” na norte-americana, a aroeira-pimenteira vem sendo amplamente
utilizada e apreciada na culinaria internacional.

No Brasil, existem registros de producdo em maior escala no Estado do
Espirito Santo (BANDES, 2008). A espécie vem sendo explorada, numa escala
menor, para esta finalidade em outras regides do Brasil, principalmente no litoral, em

areas de restinga, e tem se tornado uma fonte de renda importante para 0s
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moradores no periodo de menor atividade pesqueira (CESARIO & GAGLIANONE,
2008).

A producéo industrial de pimenta rosa no Brasil esta regulamentada pela
resolucdo RDC n° 276, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA), onde foi aprovado o “Regulamento Técnico para
Especiarias, Temperos e Molhos”.

Na medicina popular, S. terebinthifolius possui qualidades anti-nevrélgicas,
adstringentes, tbnicas e estimulantes, mas seu consumo deve ser feito com cautela
devido as propriedades toéxicas (CORREA, 1978). Segundo Lorenzi & Matos (2002)
seu uso medicinal inclui banhos de assento apds o parto, tratamento de doencas do
sistema respiratorio e urinério, lavagem de feridas e Ulceras entre outros (SOUZA et
al., 2001).

Varias destas propriedades medicinais estdo associadas a presenca de
polifendis na planta (BERTOLDI, 2006), como a apigenina, &cido elagico e naringina
(QUEIRES & RODRIGUES, 1998), associados as propriedades antioxidantes
(DEGASPARI et al., 2004) na aroeira-pimenteira. Os bioflavonoides, que s&o
dimeros precursores dos taninos, componentes presentes nos extratos da aroeira,
também apresentam acao anti-inflamatéria (MARTINEZ et al., 1996).

O conjunto dos resultados obtidos nas pesquisas desenvolvidas com S.
terebinthifolius nos laboratérios de Farmanguinhos — FIOCRUZ, levou a criacdo de
um projeto visando o desenvolvimento de um fitoterdpico com atividade anti-
inflamat6éria e analgésica dentro do programa PDTIS/FIOCRUZ (Rede de
Medicamentos) (COSTA et al., 2008).

Na literatura foram verificados outros usos mdultiplos para a S. terebinthifolius,
sendo também, indicada para:

Produzir lenha e carvdao de boa qualidade (BAGGIO, 1988). A madeira é
usada principalmente como mourdes de cerca, jA que é madeira de pouco valor
comercial. Na Regido Metropolitana de Curitiba, PR, é utilizada para cabos de
ferramentas ou de utensilios domésticos (BAGGIO & CARPANEZZI, 1998).

Da semente extrai-se 6leo volatil, com atividade inseticida comprovada em
mosca (Musca domestica) (SALEH, 1988). De sua casca e sementes, também se
obtém Oleos essenciais para serem utilizados na formulacdo de perfumes
(FIGUEIREDO, 2009). E importante fonte de goma-resina, extraida da casca, sendo

aromatica e conhecida por mastique. Esse exsudato tem propriedades antitérmicas,
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homeostéticas e antitussigenas (OLIVEIRA & GROTTA, 1965). Apresenta até 10%
de tanino na casca, utilizado localmente em curtume e para fortalecer redes de
pesca (RIZZINI & MORS, 1976).

Fragmentacédo de habitats florestais

Com a exploracdo dos recursos naturais, principalmente das espécies
arboreas, visando ao uso da madeira, produtos associados e a abertura de novas
areas para a agricultura, as florestas nativas encontram-se fragmentadas e
reduzidas a por¢cbes muito pequenas em relacdo as suas areas originais (REGO et
al., 2009).

A fragmentacdo florestal € um processo de formacdo de mosaicos de
habitats, que incluem fragmentos de diferentes tamanhos, areas agricolas e urbanas
e que apresentam uma probabilidade reduzida de dispersao e estabelecimento de
individuos adultos e juvenis da fauna (SANTOS, 1995), responsavel pela maior parte
do fluxo génico entre populacbes de plantas. Assim, uma das consequéncias da
fragmentacdo sdo as alteracbes que as populacdes remanescentes sofrem nos
padrées de troca de genes e tém sua variabilidade e estrutura genética alterada
(BALLAL et al., 1994).

A fragmentacdo de habitats € uma das principais causas de reducdo da
biodiversidade em nivel global. A fragmentacdo deixa pequenas areas de matas
recortadas formando um mosaico com areas de campo ou de lavoura o que dificulta
ou pode impedir o fluxo génico entre plantas, reduzindo com isso a variabilidade
genética das populacdes naturais. Sendo que o0s ecossistemas florestais naturais
vém sendo perturbados e definitivamente eliminados em contraste com o avanco
inexpressivo de estudos desses ecossistemas, do ponto de vista ecolégico,
agronémico e genético.

A reducdo do tamanho das populacbes de espécies albgamas causada por
isolamento ou por fragmentacdo, potencialmente determina a depressao
endogamica, podendo levar a extingdo, bem como, possivelmente ocasionara
diminuicdo da capacidade adaptativa a mudancas no ambiente ecologico. Na analise
de sementes florestais € comum a ocorréncia de plantulas albinas em consequéncia
da elevada homozigose resultante dos cruzamentos endogamicos dos genitores
(SARMENTO & VILLELA, 2010).
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Caracterizacdo citogenética

Com a crescente preocupacdo de se entender o impacto antrépico e de
mudancas ambientais sobre populacdes e comunidades naturais, a preservacao de
germoplasma, e utilizagdo de material nativo com potencial econémico, os estudos
citogenéticos, morfologicos, evolutivos e reprodutivos adquirem grande importancia,
visto que oferecem fundamentacéo para trabalhos aplicados (VALLS, 1988).

O matérial genético (DNA), responsavel pela transmissdo de caracteristicas
herdaveis, est4 presente na sua grande maioria no ndcleo da célula e esta arranjado
em cromossomos que podem ser visiveis em etapas especificas da mitose e da
meiose (SYBENGA, 1993). As diferencas cromossdmicas refletem diferencas na
origem da variagcdo genética, ao passo que diferencas morfolégicas, fisioldgicas e
bioguimicas refletem diferencas nos produtos de acdo génica, modificados por
influéncias ambientais (STEBBINS, 1971).

A citogenética compreende o estudo relativo ao cromossomo isolado ou em
conjunto, condensado ou distendido, no que diz respeito a morfologia, organizacéo,
funcdo e replicagdo bem como sua variacdo e sua evolucdo (GUERRA, 1988). A
citogenética assume papel importante em programas de melhoramento genético de
plantas, pois através dos estudos citogenéticos € possivel determinar o nimero
cromossOmico, nivel de ploidia, comportamento cromossdmico na meiose e na
mitose, fertilidade do grdo de pdlen, auxiliando na identificacdo de materiais que
possam ser utilizados em cruzamentos dirigidos (SYBENGA, 1993; 1998). Sendo
que, a caracterizacdo citogenética deveria ser encarada como um pré-requisito e
uma atividade basica na caracterizacdo das colec6es de germoplasma.

Na literatura cientifica existem poucos trabalhos de pesquisa com S.
terebinthifolius, entretanto, Pedrosa et. al. (1999) e Franco-Cairo et al. (2009), em
estudos citogenéticos realizados com S. terebinthifolius, encontraram 2n = 28.
Sendo que as informacdes sobre cromossomos sdo relevantes em estudos
sistematicos e evolutivos, abrangendo, desde a simples contagem, até detalhes da
citogenética molecular que sdo a fronteira da pesquisa atual (STACE, 2000).

O numero de cromossomos muitas vezes representa, por si s0, um carater de
importancia sistematica. NUumeros cromossémicos similares podem indicar relacdes
de parentescos proximos; nimeros de cromossomos distintos muitas vezes geram

isolamento reprodutivo a partir da fertilidade reduzida dos hibridos gerados. O
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tamanho dos cromossomos, a posicao dos centromeros, padroes de bandeamento,
e outras caracteristicas também podem ter importancia do ponto de vista sistemético
(JUDD, et al., 2009).

Mesmo com o0 advento da genética molecular, segundo Guerra & Souza
(2002), a andlise cromossbémica seria a Unica maneira de observar todo o genoma
de um eucarioto na forma de blocos individualizados de material genético, passiveis
de serem mensurados, diferenciados em subunidades e manipulados de diversas
maneiras.

Dentre as muitas informac¢@es obtidas pela citogenética, as que se referem ao
namero cromossdmico sdo as mais conhecidas. Hoje, a comunidade sisteméatica é
bem servida por catalogos de contagens cromossdémicas de plantas. Um exemplo é
a listagem atualizada de numeros cromossémicos citados na literatura pode ser
encontrada no site Index Plant Chromossome Number, sob o patrocinio do Missouri
Botanic Garden.

A citogenética também possui um papel importante nos estudos evolutivos e
taxondémicos. O principal valor dos cromossomos com relagdo a sisteméatica esta na
sua importancia para interpretar relacdes intra e interespecificas. E quando sao
suficientemente significativos, os dados também podem ser utilizados para taxa de
niveis superiores, proporcionando informacdes que esclarecem relacdes
intergenéticas ou para um ordenamento filogenético dentro de uma familia
(KRAPOVICKAS, 1972).

Para Moraes-Fernandes et al. (1985), a regularidade do namero de
cromossomos € de tal importancia e constancia nos eucariontes, que permite a sua
utilizacdo como um parametro em citotaxonomia, sendo um auxiliar valioso na
identificacdo de espécies.

Entretanto, os nUmeros cromossémicos foram registrados para apenas 25%
das angiospermas (BENNET, 1998), e muitas dessas espécies tinham apenas uma
Oou poucas contagens, estas, frequentemente, antigas e muitas vezes duvidosas
(STACE, 2000).

Apesar do significado fundamental do nimero cromossémico em sistematica
e evolucdo, os dados para angiospermas sao incompletos e uma ampla
documentacdo de dados cromossbmicos basicos € uma importante prioridade,
devido aos problemas atuais frente a conservacao dos recursos genéticos mundiais
(STACE, 2000).
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Conservacdao e exploragcédo de espécies florestais

O desmatamento, os cultivos agricolas e as queimadas vém contribuindo para
a destruicdo de habitats e diminuicdo de espécies arboreas nativas que se
destacam, na sua maioria, pela qualidade da madeira (celulose, fibras, polpa e
biomassa para producdo de energia), uso medicinal e industrial, producéo de mel e
utilizacdo ornamental e paisagistica. Espécies nativas possuem também grande
relevancia ecologica através do reflorestamento e recomposicdo de &reas
ambientalmente degradadas, alimento e refugio para a fauna silvestre, habitat para
epifitas como bromélias, pteridofitas, orquideas e cactos, sequestro de carbono
atmosférico, fixacdo de nitrogénio e ciclagem de matéria organica no solo.

Diferentemente da maioria das grandes culturas agricolas, espécies florestais
nativas comportam grande variabilidade genética, resultando em ampla variacdo nas
caracteristicas morfofisiologicas que, por sua vez, sdo determinantes no
comportamento ecolégico dos individuos. Além disso, pelo fato dessas espécies
estarem distribuidas em uma grande extensao geografica, encontram-se fortemente
sujeitas as variacfes edafoclimaticas, em escalas espacial e temporal. Somam-se a
isso outros fatores relacionados a polinizacdo, ao manejo de coleta e pds-coleta de
sementes, capazes de influenciar diretamente na qualidade fisioldgica. Estes fatores
exigem cautela no estabelecimento de um padrdo que seja caracteristico para
determinada espécie, especialmente no que tange as sementes e a seu
comportamento germinativo (SARMENTO & VILLELA, 2010).

A maioria dos trabalhos que visa a conservacao e exploracdo de espécies
nativas florestais depende da formacdo de mudas. Assim, a renovacdo da
vegetacdo, a recuperacdo de areas degradadas, o estabelecimento de bancos de
germoplasma, os programas de melhoramento e os plantios para a exploracao
econbmica de frutos, madeira e produtos medicinais, sdo baseados na coleta de
sementes e reproducao daquelas espécies (MELLO et al., 1998).

As sementes de espécies arbéreas nativas apresentam, em sua maioria,
baixa porcentagem de germinacao, ainda que mantidas em condi¢des favoraveis de
temperatura e umidade, o que ocorre devido a presenca de tegumento duro, com
elevado grau de impermeabilidade e, consequentemente, no atraso da germinagéo e

desconformidade de plantulas durante o processo de formacdo de mudas
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(LORENZI, 1992). Também apresentam, de maneira geral, baixas porcentagens de
germinacgdo, devido as anormalidades e lesBes provocadas por microrganismos
(VECHIATO, 2010). Os maiores problemas ligados a doencas ocorrem durante a
germinacao e formacédo de mudas (CARNEIRO, 1987).

Varios microrganismos podem causar prejuizos as culturas quando
associados as sementes, porém aos fungos deve ser dada maior atencao, devido ao
seu carater agressivo e decompositor que acarreta em um grande ndmero de
espécies fitopatogénicas e também por sua capacidade de sobreviver nas condicdes
de ambiente adequadas a manutencdo da viabilidade das sementes, durante o
periodo de armazenamento (CHEROBINI, 2006; KRUPPA & RUSSOMANNO, 2009).

Entre as medidas preventivas para evitar perdas no campo, recomenda-se 0
emprego de algumas técnicas de manejo, como o tratamento com produtos
biol6gicos que também poderdo ser associados aos quimicos. O tratamento
biolégico, especialmente em sementes de espécies florestais nativas é a alternativa
mais desejavel, pois € um método ndo poluente, ndo agride o meio ambiente, 0
controle é exercido pelo desequilibrio ecolégico dos patégenos alvos e oferece uma
acao 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 sao utilizadas também como promotoras
da germinacao de sementes e do crescimento vegetal (ALTOMARE et al., 1999).

Interacdo semente-microrganismos

Normalmente, as sementes sado estruturas atacadas por patbgenos no campo
e nas operacdes como colheita, secagem e beneficiamento, o que afeta a qualidade
e reduz a capacidade germinativa (CARNEIRO, 1987). A associacdo de fungos
fitopatogénicos com a semente propicia a sobrevivéncia do patégeno por longos
periodos de tempo e o0s prejuizos vao desde o apodrecimento das sementes,
provocando falhas na germinacdo a podriddo de raizes, causando morte de
plantulas, ou, posteriormente, o aparecimento de manchas foliares, resultando em
plantas mal desenvolvidas e menos produtivas (KRUPPA & RUSSOMANNO, 2009).

A rizosfera, regido onde o solo e as raizes das plantas entram em contato,
apresenta um numero elevado de microrganismos que influenciam o crescimento e a

producdo das plantas. De acordo com o efeito que causam nos vegetais, 0S
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microrganismos séo classificados como prejudiciais, benéficos ou neutros (LUCON,
2009). A ocorréncia de fungos prejudiciais (patogénicos) ou benéficos em sementes
de espécies florestais no Brasil € grande e, dentre os prejudiciais, podem-se
destacar os géneros Alternaria, Bipolaris, Fusarium, Phoma e Cladosporium, sendo
os efeitos prejudiciais as doencas e a fitotoxicidade (KRUPPA & RUSSOMANNO,
2009).

Diversas espécies fungicas, classificadas como benéficas, tém sido
envolvidas no biocontrole de fitopatdgenos. Algumas com sucesso comprovado e
muitas outras com potencial de uso, tais como Trichoderma spp., Gliocladium
roseum, Gliocadium virens, Coniothyrium minitrans, Talaromyces flavus, Pythium
oligandrun, Sporidesmiun sclerotivorum, Peniophora gigantea, Ampelomyces
quisqualis, Penicillium spp., Aspergillus spp. (MELO, 1998).

Os microrganismos benéficos possuem a capacidade de melhorar a
germinacao de sementes, o crescimento e a producao de plantas. Eles ocorrem de
forma natural nos ecossistemas e, de certa forma, diminuem os efeitos maléficos
causados pelos microrganismos prejudiciais as plantas.

O biocontrole de fitopatbgenos e o maior crescimento vegetal podem ser
alcancados através de praticas de manejo para favorecer antagonistas nativos e,
também, através da introdugdo de microrganismos selecionados (MELO, 1998). Os
isolados podem ser introduzidos antes ou no momento do plantio de forma
preventiva e sua aplicacdo pode ser feita nas sementes, no substrato ou no sulco de
plantio. A introducdo do agente também pode ser feita em matérias organicas que
serdo incorporadas antes do transplante das mudas (LUCON, 2009).

A promocao de crescimento ocasionada por microrganismos do solo ocorre
devido a acéo de varios fatores pouco esclarecidos. Diversas espécies fungicas tém
sido envolvidas no biocontrole de fitopatdgenos. No entanto, espécies de
Trichoderma s&o, sem duvida, os agentes de biocontrole fitopatogénico mais
estudados e utilizados no Brasil e em outros paises da América Latina (MORANDI &
BETTIOL, 2009). Segundo Lucon (2008), isso se deve ao fato dessas espécies nao
serem patogénicas e estarem presentes em praticamente todos os tipos de solos
com matéria organica, sendo facilmente isolados, cultivados e multiplicados,
colonizando com eficiéncia o sistema radicular de diversas plantas.

A promocgao de crescimento de plantas pela aplicagdo de isolados de

Trichoderma spp. foi inicialmente relacionada ao controle biolégico de
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microrganismos prejudiciais presentes na rizosfera e/ou no solo, através da
associacdo ou nao de: Parasitismo, individuos de uma espécie vivem no corpo de
outro, do qual retiram alimento; Antibiose, é uma relacdo interespecifica
desarmoénica, onde individuos de uma populagcédo expelem substancias que impedem
ou inibem o desenvolvimento de individuos de outra espécie, e; Competicdo, disputa
por recursos escassos no ambiente entre individuos de espécies diferentes. Mais
recentemente, tem sido relacionada a producdo de horménios ou fatores de
crescimento, maior eficiéncia no uso de alguns nutrientes e aumento da
disponibilidade e absorcao de nutrientes pela planta (LUCON, 2009).

No entanto, é importante ressaltar que o controle bioldégico ndo objetiva a
erradicacao de fitopatégenos, mas sim, manipular o ambiente a niveis econémicos e
ecologicamente aceitaveis, sendo uma das formas de promover o crescimento
vegetal (OLIVEIRA, 2007).

Algumas linhagens aumentam a superficie total do sistema radicular,
possibilitando um maior acesso aos elementos minerais. Outras sdo capazes de
solubilizar e disponibilizar para a planta o fosfato de rocha, ferro, cobre, manganés e
zinco. Também podem melhorar os mecanismos ativos de absor¢do, bem como,
aumentar a eficiéncia da planta para utilizar alguns nutrientes importantes, como o
nitrogénio (LUCON, 2009).

Outro fator ainda relacionado ao melhor desenvolvimento de plantas por
isolados benéficos de Trichoderma é o aumento da resisténcia aos estresses
abidticos, como umidade, pH e temperatura. Pesquisas apontam que plantas
tratadas com esses agentes podem ter seu desempenho favorecido quando
cultivadas em condi¢Bes estressantes (LUCON, 2009). Conforme Ethur (2006), a
interferéncia de Trichoderma no crescimento de plantas e o0 aumento da
produtividade ocorrem devido a sua capacidade de colonizar as raizes.

Diversos trabalhos mostram o efeito de Trichoderma spp. no desenvolvimento
vegetal. Em estudo realizado por Fortes et al. (2007) foi observado que a
sobrevivéncia de microestacas de um clone de Eucalyptus sp. aumentou por meio
do tratamento com isolados de Trichoderma spp. e também promoveu um aumento
na porcentagem de enraizamento. Da mesma forma, estudos realizados na
interacdo de Gochnatia polymorpha (cambara) com isolados de Trichoderma spp.
resultaram no aumento de germinacdo e crescimento, comparados com O0S

tratamentos controle sem os isolados (MACHADO, 2012). Assim como, Filho et al.
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(2008) em estudos com mudas de eucalipto verificaram que isolados de
Trichoderma spp. promoveram a colonizacdo endofitica das mudas, o crescimento e

a producédo de &cido indolacético.
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Artigo 1

Caracterizacao citogenética em acessos do Rio Grande do Sul de

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae)

LUZ, L,V.Y; SILVA, A,C,F.%; TEDESCO S,B.:; COELHO, A,P,D.!
! Universidade Federal de Santa Maria — Centro de Ciéncias Naturais e Exatas (PPG Agrobiologia) — Av.
Roraima n°® 1000 - Cidade Universitaria - Bairro Camobi - CEP: 97105-900 - Santa Maria — Rio Grande do
Sul (leandrodaluz_5@hotmail.com).

RESUMO

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), conhecida popularmente como
aroeira-pimenteira, ocorre de forma natural na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil.
Possui propriedades medicinais e € uma das espécies mais procuradas pela avifauna,
sendo, portanto, Util nos reflorestamentos heterogéneos destinados a recomposi¢cdo de
areas degradadas de preservacdo permanente. Informacdes sobre cromossomos séo
relevantes em estudos sistematicos e evolutivos, abrangendo, desde a simples contagem,
até detalhes da citogenética molecular. Esse trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagcdo cromossdmica em 22 acessos de S. terebinthifolius nativos do Rio Grande
do Sul, visando a ocorréncia de variabilidade intraespecifica nessa espécie, além da
conservacgao e utilizacdo sustentavel desta espécie. Para a determinacdo do numero de
cromossomos, foram utilizados tecidos de pontas de raizes e estas foram submetidas ao
pré-tratamento a frio (£4°C) por 18h. Apds, as radiculas foram fixadas em Carnoy 3:1
(etanol / acido acético) durante 24h na temperatura ambiente e estocadas em &lcool
(70%) sob-refrigeracdo. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e
coradas com orceina aceética 2%. O numero de cromossomos de S. terebinthifolius
encontrados em 22 acessos foi de 2n = 28, sendo que esses acessos estudados néo
exibem variabilidade intraespecifica.

Palavras-chave: Cromossomos. Variabilidade intraespecifica. Conservacdo. Espécies

nativas.
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ABSTRACT

Cytogenetic caracterization in acesses of the Rio Grande do Sul state of

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae)

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), popularly known as “red-aroeira”,
occurs naturally in Argentina, Paraguay, Uruguay and Brazil. It has medicinal properties
and is one of the species most sought by the avifauna, being, therefore, useful in
heterogeneous reforestation intended for the recomposition of degraded areas of
permanent preservation. Information about the chromosomes are relevant in systematic
and evolutionary studies, spanning, since the simple counting, until details of molecular
cytogenetics. This study aimed to perform the chromosomal characterization in 22
accessions of S. terebinthifolius native of Rio Grande do Sul, aiming to the occurrence of
intraspecific variability in this species, besides the conservation and sustainable use of this
species. For the determination of chromosome number, were used tissue of root tips, they
were subjected to cold pretreatment (x 4°C) for 18h. After, the roots were fixed in Carnoy
3:1 (ethanol / acetic acid) for 24 hours at room temperature and stored under alcohol
(70%) under cooling. The slides were prepared by crushing technique and stained with
2% acetic orcein. The chromosome number of S. terebinthifolius found in 22 accessions
was 2n = 28, and these studied accessions do not exhibit intraspecific variability.

KEYWORDS: Chromosomes. Intraspecific variability. Conservation. Native species.
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INTRODUCAO

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), conhecida popularmente como
aroeira-pimenteira, ocorre de forma natural na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil.
Neste ultimo, ocorre em diversas regifes fitoecoldgicas, tais como Floresta Ombrdfila
Densa, Floresta Ombrofila Mista, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional
Decidual e também em sistemas edaficos de primeira ocupacédo (CARVALHO, 2003). Do
ponto de vista de seu comportamento sucessional, a espécie € tipicamente pioneira
(SPVS, 1996). E uma das espécies mais procuradas pela avifauna, sendo, portanto, Util
nos reflorestamentos heterogéneos destinados a recomposicdo de areas degradadas de
preservacdo permanente (LORENZI, 1992). Também possui propriedades medicinais
sendo suas folhas e cascas do caule utlizadas na forma de decocto com fins
expectorante, anti-séptico, antidiarréico e cicatrizante (DUARTE et al., 2006). Em face
disso, a aroeira recebeu atencdo em estudos com abordagem fitoquimica (DEGASPARI,
2004; PIRES et al., 2004; QUEIRES et al., 2006) e sobre aspectos da sua morfologia e
anatomia (MACHADO & CARMELLO-GUEREIRO, 2001; DUARTE et al., 2006).

O matérial genético (DNA), responsavel pela transmissdo de -caracteristicas
herdaveis, esta presente na sua grande maioria no ndcleo da célula e esta arranjado em
cromossomos que podem ser visiveis em etapas especificas da mitose e da meiose
(SINGH, 2002). As diferengas cromossomicas refletem diferengas na origem da variagao
genética, ao passo que diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas refletem
diferencas nos produtos de acdo génica, modificados por influéncias ambientais
(STEBBINS, 1971).

A importancia das informacdes cromossdomicas foi discutida por Krapovickas
(1972), o qual expds que, desde o final do século passado, quando se constatou que a

guantidade de cromossomos pode ser constante para cada espécie vegetal, iniciou-se a
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analise dos numeros cromossdmicos em busca de um elemento importante que possibilita
esclarecer o conceito de espécie. As diferencas cromossémicas refletem diferencas na
origem da variacdo genética e, muitas vezes, no conteddo génico do individuo
(STEBBINS, 1971).

Informacdes sobre cromossomos sao relevantes em estudos sistematicos e
evolutivos, abrangendo, desde a simples contagem, até detalhes da citogenética
molecular que séao a fronteira da pesquisa atual (STACE, 2000). Historicamente, quando
estudos citogenéticos de espécies arbdéreas sdo comparados aos de espécies cultivadas
e/ou nativas com valor agronémico, sua limitacdo € evidente, restringindo-se a
informacgBes basicas sobre sua estrutura gendémica e a inclusdo dessas espécies em
programas de melhoramento e conservacao (SCHLARBAUM, 2000).

Os estudos citogenéticos possibilitam a obtencédo de informacfes basicas para a
caracterizacdo citolégica e permitem que diferencas possam ser encontradas entre as
espécies (POZZOBON, 2005). E o valor dos cromossomos com relacdo a sistematica
estd na sua importancia para interpretar relaces intra e interespecificas. E quando sao
suficientemente significativos, os dados também podem ser utilizados para taxa de niveis
superiores, proporcionando informacfes que esclarecem relacdes intergenéticas ou para
um ordenamento filogenético dentro de uma familia (KRAPOVICKAS, 1972).

A quase totalidade dos trabalhos citotaxondmicos se enquadra dentro do que se
chama de citotaxonomia classica, que se caracteriza pela observacdo de cromossomos
ou nucleos interfasicos corados com o uso de técnicas relativamente simples, como a
técnica de Feulgen, que cora a cromatina de forma especifica e estequiométrica, ou o
Carmin ou Orceina acética. Com essa abordagem tém sido possiveis varios niveis de
analise citotaxondmica. A mais simples delas consiste em determinar e comparar 0
namero cromossémico em um grande numero de espécies de um determinado taxon.

Nesse caso, € frequentemente possivel reconhecer o nimero cromossomico ancestral do



37
grupo e, a partir dai, as diferentes linhas evolutivas desenvolvidas dentro do mesmo,
marcadas por um rastro de variagcdes graduais envolvendo principalmente diploidias e
poliploidias (GUERRA, 1990).

A citogenética vegetal no Brasil esta muito voltada para as plantas cultivadas com
interesse econbmico. Existe, no entanto, um crescente interesse por outras espeécies,
tanto de valor medicinal quanto ornamental (GUERRA, 1990; LOVATTO & BATTISTIN,
1997; PEDROSA et al. 1999 e PAGLIARINI, 2000). Contudo, ha uma crescente tendéncia
ao desenvolvimento de uma taxonomia com multiplas abordagens, incluindo a andlise
citogenética. Exemplos disso podem ser observados tanto ao nivel infragenérico, como
em Axonopus (HICKENBICK et al., 1975) e Eupatorium (COLEMAN & COLEMAN, 1984,
1988), quanto ao nivel supragenérico, como no complexo Phaseolus-Vigna-Macroptilium
(FORNI-MARTINS & DA CRUZ, 1985) ou em Chorisia-Ceiba (GIBBS et al., 1988).

Dentre as espécies arbdreas, o grupo das gimnospermas € o mais estudado
citogeneticamente, destacando-se estudos com coniferas e pinaceas (MURATOVA &
SEDELNIKOVA, 2000). Um evento marcante para a citogenética de espécies arboreas foi
a descoberta da origem tripldide de Populus tremula L., sendo esse o primeiro exemplo do
potencial das informagcBes citogenéticas no melhoramento dessas espécies
(SCHLARBAUM, 2000). Géneros como Eucalyptus L’Herit., Pinus L., Populus L. e Juglans
L., em que predomina o habito arbéreo, sdo os mais estudados do ponto de vista do
melhoramento genético e biotecnolégico (STUDART-GUIMARAES et al., 2003),
evidenciando a falta de estudos botanicos e citogenéticos com espécies arbdreas nativas,
visando a conservacao da biodiversidade e futuros estudos de melhoramento genético.

E importante salientar, que espécies que ja foram cariologicamente analisadas em
uma determinada regido ndo passam a serem menos interessantes para a analise por
pesquisadores de outra regido. Pelo contrario, a analise de varias populacdes de uma

mesma espécie pode revelar desde a estabilidade citologica da espécie até a existéncia
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de espécies ou racgas cripticas. Assim, a analise da morfologia cromossdémica de Emilia
sonchifolia nas populacdes de Sdo José do Rio Preto (COLEMAN & CAMPELLO, 1984) e
de Recife (GUERRA & NOGUEIRA, 1990) sugere pouca ou nenhuma diferenciacéao
cariotipica dessa espécie durante sua dispersdo pelo territorio brasileiro, enquanto a
amostra de Genipa americana analisada em Pernambuco (GUERRA, 1986), com 2n = 22,
parece diferir fortemente da de Campinas (PIEROZZI & CRUZ, 1988), com 2n = 20.

Esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo cromossémica em uma
colecdo de 22 acessos de S. terebinthifolius nativos do Rio Grande do Sul visando
ocorréncia de variabilidade intraespecifica, além da conservacdo e a utilizacao

sustentavel desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo foi realizada a coleta de sementes de 22 acessos de aroeira de
ocorréncia natural no RS, Brasil e as exsicatas depositadas no herbario SMDB do
Departamento de Biologia-UFSM (Tabela 1).

As sementes foram colocadas para germinar em caixas gerbox com papel filtro
umedecido com &gua destilada; e mantidas em camara de crescimento (temperatura:
20°C e alternancia de periodos de luz/escuro de 12h) no Laboratdrio de Interagédo Planta-
Microrganismos da UFSM. Quando as radiculas apresentavam entre 1,0 a 1,5cm de
comprimento, foram coletadas e submetidas ao pré-tratamento a frio (£4°C) por 18h.
Apés, as radiculas foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol / &cido acético) durante 24h na
temperatura ambiente e estocadas em alcool (70%) sob refrigeracdo. Para o preparo das
laminas, as radiculas foram lavadas em agua destilada, hidrolisadas em HCI (1N) por 5
min; e apo6s foram lavadas novamente. Para a montagem da lamina foi utilizada a técnica

de esmagamento (GUERRA & SOUZA, 2002), e coloracdo com orceina acética (2%). As
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células que apresentavam bom espalhamento dos cromossomos foram fotografadas e os

cromossomos contados e medidos com auxilio de uma ocular micrométrica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 22 acessos de S. terebinthifolius (Tabela 1), pertencentes a
regido central do Rio Grande do Sul. O nimero de cromossomos apresentados para 0s
22 acessos estudados foi de 2n = 28 (Figuras 1, 2, 3 e 4). Observa-se que o tamanho dos
cromossomos é muito pequeno, em média de 0,56um, o que vai de acordo com Stebbins
(1971) e Ehrendorfer (1976) onde constatam que a maioria das angiospermas lenhosas
possuem peqguenos cromossomos e com pequenas diferencas de tamanho entre as

espécies ou géneros relacionados.

TABELA 1 - Local de coleta, coordenadas geogréaficas, nimero de cromossomos e
namero de registro no herbario SMDB dos acessos de Schinus terebinthifolius coletadas
na regido Central do RS.

Acesso Local da coleta Coordenadas N° Ne
geogréficas Cromossomos Herbério

SMDB

SP-LL 2 Séao Pedro do Sul - RS S 29°36°51,44” 2n =28 13.717
W 54°11'17,48”

DA-LL 4 Dilermando de Aguiar — RS S 29°42°21,35” 2n =28 13.725
W 54°12'36,11”

SM-LL 5 Santa Maria — RS S 29°41°14,86” 2n =28 13.738
W 53°52’55,96”

SM-LL 9 Santa Maria — RS S 29°42°26,75” 2n =28 13.719
W 53°45'03,17”

SM-LL 10 Santa Maria — RS S 29°42°27,54” 2n =28 13.740
W 23°46'47,06”

SM-LL 12 Santa Maria — RS S 29°42’39,42” 2n =28 13.722
W 53°49'09,84”

SM-LL 13 Santa Maria — RS S 29°41°47,08” 2n =28 13.741
W 53°51'01,04”

SM-LL 16 Santa Maria — RS S 29°40°20,46” 2n =28 13.734
W 53°48'12,48”

SM-LL 18 Santa Maria — RS S 29°40°39,07” 2n =28 13.732
W 53°47°47,68”

SM-LL 19 Santa Maria — RS S 29°40’37,70” 2n =28 13.731
W 53°48'07,15”

I-LL 23 Itaara — RS S 29°36°17,09” 2n =28 13.746
W 53°45'23,91”

SM-LL 25 Santa Maria — RS S 29°41°33,41” 2n =28 13.728

W 53°51’565,96”
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SM-LL 26

SM-LL 27

SM-LL 28

SM-LL 29

SM-LL 30

SM-LL 31

SM-LL 32

SM-LL 33

SiM-LL 35

SiM-LL 36

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Santa Maria — RS

Silveira Martins — RS

Silveira Martins — RS

S 29°41’41,63”
W 53°52'36,44”
S 29°41°28,33”
W 53°51°48,38”
S 29°41'33,33”
W 53°50'43,98”
S 29°39'58,97”
W 53°49'48,83”
S 29°41'47,32”
W 53°44°09,80”
S 29°42°30,24”
W 53°46°31,49”
S 29°42'26,70”
W 53°46’36,29”
S 29°41'37,09”
W 53°47°05,51”
S 29°38’41,38”
W 53°35°'17,11”
S 29°38’53,15”
W 53°35'10,45”

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

2n =28

13.726

13.729

13.723

13.735

13.737

13.720

13.743

13.730

13.727

13.742

A contagem cromossdmica relatada, é corroborada por outros autores em trabalhos

realizados em outras regides. Pedrosa et. al.

(1999), em estudo realizado em

Pernambuco, encontraram para S. terebinthifolius 2n = 28, com cromossomos pouco

contrastados, de tamanho simétrico e citoplasma em geral bastante corado. A literatura

registra contagem prévia com n = 30 para essa espécie e 2n = 28 em duas outras

(FEDOROV, 1969). Sendo que os resultados propostos no presente estudo e por Pedrosa

et al. (1999) em relacéo a diferenca encontrada com o estudo anterior (FEDOROV, 1969),

parece ser devida a divergéncia na identificacdo taxondmica. Entretanto, de acordo com

Olkoski (2010), para obter-se uma estimativa confiavel da variabilidade existente séo

imprescindiveis informacfes genéticas em um grande namero de populacdes coletadas

na area de distribuicdo dessa espécie, o que ndo ocorreu nos estudos anteriores.
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FIGURA 1 — Namero de cromossomos de células somaticas de pontas de raizes de
populacdes naturais de S. terebinthifolius. Acessos SP-LL 2, DA-LL 4, SM-LL 5, SM-LL 9, e
SM-LL 10 com 2n = 28. Barra de escala = 3um
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SM-LL 12

SM-LL 16

SM-LL 19

FIGURA 2 — Numero de cromossomos de células somaéticas de pontas de raizes de
populacdes naturais de S. terebinthifolius. Acessos SM-LL 12, SM-LL 13, SM-LL 16, SM-LL
18 e SM-LL 19 com 2n= 28 cromossomos. Barra de escala = 3um



SM-LL 25

SM-LL 26

SM-LL 27

SM-LL 29

SM-LL 28

FIGURA 3 — Namero de cromossomos de células somaticas de pontas de raizes de
populacdes naturais de S. terebinthifolius. Acessos I-LL 23, SM-LL 25, SM-LL 26, SM-LL 27,
SM-LL 28 e SM-LL 29 com 2n= 28 cromossomos. Barra de escala = 3um
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SM-LL 30

SM-LL 32

SiM-LL 35

SiM-LL 36

FIGURA 4 — Numero de cromossomos de células somaticas de pontas de raizes de
populacdes naturais de S. terebinthifolius. Acessos SM-LL 30, SM-LL 31, SM-LL 32, SM-LL 33,
SiM-LL 35, SiM-LL 36 com 2n= 28 cromossomos. Barra de escala = 3um

Em estudos citogenéticos realizados com espécies da familia Anacardiaceae,
Schinus polygamus apresentou o numero somatico de cromossomos 2n = 28
(SCHNACK & COVAS, 1947), assim como, Schinus molle também apresentou 2n =

28 (OGINUMA et al, 1993). Pedrosa et. al. (1999) analisou duas espécies da familia
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Anacardiaceae, Anacardium occidentale (caju) que apresentou 2n = 40 e duas
amostras de Spondias tuberosa (umbu) na qual apresentaram 16 bivalentes em
metafase | de meiose e, uma terceira amostra, cerca de 32 cromossomos em
metafase mitotica.

Além disso, 2n = 28 foi relatada para outros géneros da familia, tais como
Lannea, Pistacia e Schinopsis (FEDOROV, 1969; GOLDBLATT, 1985; GOLDBLATT
& JOHNSON, 2000). No entanto, Anacardiaceae € heterogénea em seus numeros
de cromossomos, com esses numeros relatou: 2n = 30, 40, 28, 32 e 20, em ordem
de decrescente de frequéncia (FEDOROQV, 1969; GOLDBLATT, 1985; GOLDBLATT
& JOHNSON, 2000).

Estes resultados sugerem que X = 7 € 0 numero basico para 0 género
Schinus, de acordo com o numero de cromossomos base original proposto por
Raven (1975) para a familia Anacardiaceae. Dessa forma, o0s resultados
encontrados no presente estudo sugerem que X = 7 seja 0 numero basico para S.
terebinthifolius.

Poliploidia € um mecanismo evolutivo importante para a familia, como foi para
plantas vasculares como um todo (BRETAGNOLLE et al., 1998). De acordo com
Wendel (2000), cerca de 70% das espécies de angiospermas poderia ser
considerado poliploides, como acontece com a maioria Anacardiaceae. A maioria
dos seus relatérios indicam cromossomos 2n = 30, 40, e 28, ou seja, a evolucdo da
familia estava ao nivel tetraploide. No entanto, deve-se mencionar que a familia tem
sido pouco examinada citologicamente, somente 14% de suas 875 espécies sdo
conhecidas em seus numeros de cromossomas (FEDOROV, 1969; GOLDBLATT,

1985; GOLDBLATT & JOHNSON, 2000).
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Em estudos realizados por Gadek et al. (1996) e Pell & Urbatsch (2000), em
um contexto de filogenética molecular, indicam que as familias Burseraceae e
Sapindaceae sao as mais intimamente relacionado com Anacardiaceae. Sendo que
os dados cromossémicos disponiveis, ainda escassos, indicam que Burseraceae
tem 2n = 22-26, e Sapindaceae de 2n = 22, 24, 28 e 30 (FEDOROV, 1969;
GOLDBLATT, 1985; GOLDBLATT & JOHNSON, 2000). Embora os nameros sejam
variaveis, em trés familias a poliploidia € frequente e 0 niUmero basico vaide x =7 a
x = 9. O mesmo é valido para as outras familias da ordem: Meliaceae (2n = 28, 42 e
52) e Rutaceae (2n = 18 e 20), (FEDOROQV, 1969; GOLDBLATT, 1985; GOLDBLATT

& JOHNSON, 2000).

CONCLUSAO

O numero de cromossomos da espécie S. terebinthifolius determinado para
22 acessos coletados no Rio Grande do Sul é de 2n = 28, indicando que ndo ocorre

variabilidade intraespecifica.
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RESUMO

Espécies florestais nativas ainda sdo pouco estudadas, assim como o caso de
Schinus terebinthifolius conhecida popularmente no Brasil como aroeira-vermelha. A
aroeira possui propriedades medicinais e alimenticias, sendo que, além da vasta
importancia econdmica, a espécie se destaca também na recuperacdo de éareas
degradas e em programas de reflorestamento. Visto que, a maioria das espécies
florestais nativas € propagada por sementes, o sucesso na formacdo de mudas
depende do conhecimento do processo germinativo de cada espécie e da qualidade
da semente utilizada. Assim, este trabalho objetivou avaliar a qualidade das
sementes de S. terebinthifolius de 35 individuos provenientes de diferentes acessos
do Rio Grande do Sul. Neste estudo, antes da instalacdo do experimento, as
sementes passaram por um processo de desinfestacdo, sob condicbes assépticas, o
qual consistiu da imersao por 15 minutos em solugédo de NaClO 3%, acrescida de
duas gotas de detergente liquido de nome comercial “Girando Sol® e trés lavagens
em &agua destilada e autoclavada. As parcelas foram mantidas em camaras
climaticas (BOD) com fotoperiodo de 16 horas a temperatura de 20°C (+/- 2°C). A
avaliacdo desse experimento constou da primeira contagem, porcentagem de
germinacdo e indice de velocidade de germinacdo das sementes, a qual foi
realizada, diariamente, por 30 dias; apés a germinacdo da primeira semente. Para
essa avaliacdo foi adotado o critério botanico que, considera-se semente germinada,
a emergéncia de uma das partes do embrido de dentro dos envoltérios, nesse caso,
a radicula. A qualidade das sementes variam conforme os diferentes acessos, sendo
que para as trés variaveis analisadas observaram-se diferencas significativas entre
os individuos.

PALAVRAS-CHAVE: Espécie florestal. Espécie nativa. Qualidade fisiolégica.
Qualidade genética. Producéo de mudas.

ABSTRACT

Native species are still poorly understood, as is the case of Schinus terebinthifolius
popularly known in Brazil as red-aroeira. The “aroeira” has medicinal and food
purpose, and in addition to the vast economic importance, the species also stands in
the recovery of degraded areas and reforestation programs. Since, most of the native
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species is propagated by seeds, the successful of seedling formation depends on the
knowledge of the germination of each species and the quality of the seed used. This
study aimed to evaluate the quality of the S. terebinthifolius seeds of 35 individuals
from different accessions of Rio Grande do Sul. In this study, before the experiment,
the seeds underwent a process of disinfection, under aseptic conditions, which
consisted of immersion for 15 minutes in a solution of 3% NaCIO plus two drops of
liquid detergent trade name "Girando Sol®" and three washes in autoclaved distilled
water. The plots were kept in growth chambers (BOD) with a photoperiod of 16 hours
at 20 ° C (+/- 2°C). The evaluation of this experiment consisted of the first count,
percentage of germination and the seeds germination speed rate, which was
performed, daily, for 30 days after the the first seed germination. For this evaluation
was adopted the botanical criterion, which considerate germinated seed, the
emergence of one of the parts of the embryo within the wrappers, in this case, the
radicle. Seed quality vary among different accessions, and for the three variables
were observed significant differences between individuals.

KEYWORDS: Forest species. Native species. Physiological quality. Genetic quality.
Seedling production.

INTRODUCAO

Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira
vermelha, é uma espécie arbdrea nativa no Brasil e introduzida na Europa, onde é
muito apreciada pela beleza de seu porte, sendo empregada na arborizacao de ruas.
Apesar de ser uma planta brasileira e de constar oficialmente na Farmacopéia
Brasileira (JORGE; MARKMANN, 1996), S. terebinthifolius caiu em esquecimento
em nosso pais. No Brasil, especificamente, € encontrada desde o estado de
Pernambuco até o Rio Grande do Sul (FLEIG, 1989; MEDEIROS; ZANON, 1998),
seguindo pelo litoral e também na parte continental para o oeste, nos estados do sul
do pais (FLEIG, 1989). E de ampla distribuicdo natural nos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (NOGUEIRA, 1998).

A aroeira possui propriedades medicinais e alimenticias. Na culinaria seus
frutos de cor vermelha ou rosada, adocicados e arométicos séo utilizados na cozinha
do mundo inteiro com o0 nome de pimenta-rosa como condimento. De sua casca e
semente também se obtém 0leos essenciais para serem utilizados na formulacdo de
perfumes (Figueiredo, 2009). Segundo Lorenzi e Matos (2002) seu uso medicinal
inclui banhos de assento apos o parto, tratamento de doencas do sistema

respiratorio e urinario, lavagem de feridas e Ulceras entre outros. Aléem da vasta
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importancia econdmica, a espécie se destaca também na recuperacdo de areas
degradas e em programas de reflorestamento (Souza et al., 2001).

O processo de ocupacao do territério 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 areas degradadas, arborizacdo urbana, preservacido de espécies
nativas em risco de extin¢cdo, entre outras atividades que necessitam das mesmas
(VIEIRA et al., 2001).

No entanto, para 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 dispersao
das arvores em pequenos fragmentos de florestas naturais, da falta de sementes de
boa qualidade genética (SILVA e HIGA, 2006) e da demora que algumas espécies
apresentam para iniciar a producdo de sementes (CALDAS, 2006), além da variacéo
de fatores ambientais que tem intensificado a reducdo no aproveitamento das
sementes.

Visto que, a maioria das espécies florestais nativas é propagada por
sementes, 0 sucesso na formagédo 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 o0s biomas vegetais
brasileiros (FIGLIOLIA et al., 2007; PINA-RODRIGUES et al., 2004).

De acordo com Marcos Filho et al. (1987b), a avaliacdo da qualidade
fisiologica das sementes é fundamental para os diversos segmentos que compdem
um sistema de producdo, pois a descoberta dos efeitos dos fatores que podem
afetar a qualidade das sementes depende, diretamente, da eficiéncia dos métodos
utilizados para determina-la.

O teste padréo de germinacao € referéncia para avaliar a qualidade e serve
de base na comercializacdo de sementes. E realizado em condicbes ideais e
controlado, de forma que possibilitem a padronizagcdo e reprodutibilidade de
resultados entre laboratorios (OLIVEIRA e PEREIRA, 1987). Entretanto, este teste
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apresenta limitagbes por fornecer resultados que superestimam o potencial
fisiolégico das sementes devido ao fato de ser conduzido sob condigbes Gtimas.
Assim, foram desenvolvidos testes de vigor com o intuito de fornecer dados
complementares aos obtidos no teste de germinacéao.

Segundo Carvalho (1986), o vigor de uma semente tem que ser entendido
como o nivel de energia que a mesma dispde para realizar as tarefas do processo
germinativo.

A primeira contagem do teste de germinacdo pode ser utilizada como um
teste de vigor, uma vez que a velocidade de germinagéo é reduzida com o0 avango
da deterioracdo da semente (MARTINS et al.,, 2002). Dessa forma, amostras que
apresentam maiores valores de germinacdo na primeira contagem podem ser
consideradas mais vigorosas (NAKAGAWA, 1999).

Através do teste de germinacdo, pode-se determinar o indice de velocidade
de germinacao das sementes (IVG), que é calculado pela quantidade de sementes
gue germinam a cada dia durante a realizacdo do teste de germinacdo. Dessa
forma, segundo Nakagawa (1999), quanto mais rapidamente a semente germina, ou
seja, quanto maior o indice de velocidade de germinag&o, maior € o0 seu vigor.

Dessa maneira, esse trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade de
sementes, observando caracteristicas relacionadas ao poder germinativo, em
sementes de S. terebinthifolius Raddi. de individuos provenientes de 35 diferentes

acessos de populacdes do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Interacéo
Planta-Microrganismos, pertencentes ao Departamento de Biologia, do Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa Maria.

O material botanico utlizado consta de sementes dos frutos de S.
terebinthifolius, coletados de individuos provenientes de 35 diferentes acessos de
coleta e foram incorporadas exsicatas ao herbario do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria, (Tabela 1). Estes foram coletados diretamente
de plantas crescendo naturalmente em matas de cinco municipios do estado do Rio

Grande do Sul. As coletas foram realizadas entre os meses de junho a agosto de
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2011. As sementes foram armazenadas sob refrigeracdo a 8 (+/- 2)°C até o inicio

dos experimentos.

Tabela 1: Identificacdo dos 35 diferentes acessos, locais, coordenadas geogréficas

e numeros de
terebinthifolius.

registro no Herbario SMDB, das sementes de Schinus

Acesso Local da coleta Coordenadas N° Herbario
geograficas SMDB
SM-LL 1 Santa Maria — RS S 29°39'19,55” _
W 53°54’54,40”
SPS-LL 2 Séao Pedro do Sul - RS S 29°36'51,44” 13.717
W 54°11°17,48”
DA-LL 3 Dilermando de Aguiar — RS S 29°42'23,62” _
W 54°12'36,18”
DA-LL 4 Dilermando de Aguiar — RS S 29°42'21,35” 13.725
W 54°12°36,11
SM-LL 5 Santa Maria — RS S 29°41°'14,86” 13.738
W 53°52’55,96”
SM-LL 6 Santa Maria — RS S 29°41°'44 59 _
W 53°46'25,61”
SM-LL 7 Santa Maria — RS S 29°41°47,40” 13.745
W 53°44°11,00”
SM-LL 8 Santa Maria — RS S 29°42°18,47” 13.724
W 53°43'28,42”
SM-LL 9 Santa Maria — RS S 29°42'26,75” 13.719
W 53°45'03,17”
SM-LL 10 Santa Maria — RS S 29°42°27,54” 13.740
W 53°46'47,06”
SM-LL 11 Santa Maria — RS S 29°42'38,66” 13.718
W 53°48’44,57”
SM-LL 12 Santa Maria — RS S 29°42'39,42” 13.722
W 53°49°'09,84”
SM-LL 13 Santa Maria — RS S 29°41°'47,08” 13.741
W 53°51°'01,04”
SM-LL 14 Santa Maria — RS S 29°41°55,86” 13.739
W 53°49°20,17”
SM-LL 15 Santa Maria — RS S 29°40'20,46” 13.734
W 53°48°12,48”
SM-LL 16 Santa Maria — RS S 29°40°18,55” 13.733
W 53°48"11,79”
SM-LL 17 Santa Maria — RS S 29°40’39,07” 13.732
W 53°47°47,68”
SM-LL 18 Santa Maria — RS S 29°40°37,70” 13.731
W 53°48'07,15”
SM-LL 19 Santa Maria — RS S 29°40°39,41” _
W 53°48'11,25”
SM-LL 20 Santa Maria — RS S 29°42°09,79” _
W 53°47°34,92”
I-LL 21 ltaara — RS S 29°36°25,33” 13.744
W 53°4510,78”
[-LL 22 Iltaara — RS S 29°36°17,09” 13.746

W 53°45'23,91”
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I-LL 23 Iltaara — RS S 29°38'13,01” 13.736
W 53°46°00,78”

SM-LL 24 Santa Maria — RS S 29°41°33,41” 13.728
W 53°51°’55,96”

SM-LL 25 Santa Maria — RS S 29°41°'41,63” 13.726
W 53°52'36,44”

SM-LL 26 Santa Maria — RS S 29°41°28,33” 13.729
W 53°51°48,38”

SM-LL 27 Santa Maria — RS S 29°41°33,33” 13.723
W 53°50'43,98”

SM-LL 28 Santa Maria — RS S 29°39°'58,97” 13.735
W 53°49'48,83”

SM-LL 29 Santa Maria — RS S 29°41°47,32” 13.737
W 53°44°09,80”

SM-LL 30 Santa Maria — RS S 29°42°30,24” 13.720
W 53°46’31,49”

SM-LL 31 Santa Maria — RS S 29°42'26,70” 13.743
W 53°46’36,29”

SM-LL 32 Santa Maria — RS S 29°41°37,09” 13.730
W 53°47°05,51”

SiM-LL 33 Silveira Martins — RS S 29°38'41,43” 13.721
W 53°35'18,23”

SiM-LL 34 Silveira Martins — RS S 29°3841,38” 13.727
W 53°35'17,11”

SiM-LL 35 Silveira Martins — RS S 29°38'53,15 13.742

W 53°35'10,45”

Neste experimento foi avaliada a primeira contagem (PC%), porcentagem de
germinacédo (%G) e indice de velocidade de germinacgéo (IVG) de individuos em 35
diferentes acessos de S. terebinthifolius.

O sistema de cultivo utilizado constou de caixas plasticas gerbox, 10 x 11 x
4cm, com quatro repeticdes por tratamento, cada uma constando de 50 sementes,
totalizando 140 parcelas e 7000 sementes. Como substrato para a semeadura
utilizou-se papel filtro para a germinacdo de sementes, umedecido na propor¢céao de
trés vezes o volume de agua em relacdo a massa do papel (MARCOS FILHO et al,
1987a).

Antes da instalacdo do experimento, as sementes passaram por um processo
de desinfestacdo, sob condigbes assépticas, o qual consistiu da imersdo por 15
minutos em solucdo de NaClO 3%, acrescida de duas gotas de detergente liquido de
nome comercial “Girando Sol®” e trés lavagens em agua destilada e autoclavada
(WENDLING et al., 2006). As parcelas foram mantidas em camaras climaticas do
tipo Biosystem Organized Development (BOD) com fotoperiodo de 16 horas a
temperatura de 20°C (+/- 2°C).
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A avaliagdo desse experimento constou da contagem da germinacdo das
sementes, a qual foi realizada, diariamente, por 30 dias; apdés a germinacdo da
primeira semente. Para essa avaliacao foi adotado o critério botanico que, segundo
Borghetti e Ferreira (2004), considera-se semente germinada, a emergéncia de uma
das partes do embrido de dentro dos envoltérios, nesse caso, a radicula. A primeira
contagem de germinacéo foi realizada aos oito dias apds a germinacdo da primeira
semente, os resultados foram expressos em porcentagem (NAKAGAWA, 1994).

A porcentagem de germinacdo foi determinada aos 30 dias apos a
germinacao da primeira semente, através do nimero de sementes germinadas em
relacio ao numero de sementes colocadas para germinar (BORGHETTI;
FERREIRA, 2004).

O indice de velocidade de germinacao (IVG): foi calculado o IVG somando-se
0 numero de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo respectivo numero de
dias transcorridos a partir da semeadura, conforme (NAKAGAWA, 1994):

IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... Gn/Nn
G1, G2, ... Gn = numero de sementes germinadas
N1, N2, ... Nn = nimero de dias apds a semeadura

Para cada variavel avaliada realizou-se uma analise estatistica. Quando
necessario, os dados em porcentagem, foram transformados para o arcoseno da
raiz quadrada, utilizando o programa estatistico Estat. Apos, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a

probabilidade de 5% de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de germinacdo € o método mais utilizado para se determinar a
qualidade de um lote de sementes e possibilita a avaliacdo da viabilidade sob
condicdes favoraveis. Nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992) sdo
indicadas as condicdes ideais de temperatura, substrato, aeracdo e umidade para
varias espécies. As espécies florestais, porém, representam pequena parte do total
das espécies listadas na RAS. A determinacdo das condi¢cdes mais adequadas a

realizagdo do teste demanda um volume consideravel de pesquisas relacionadas ao



58

ambiente de germinacdo e a qualidade dos lotes no que se refere a procedéncia e
nivel de deterioracao.

Utilizou-se uma analise de variancia unidirecional (ANOVA), sendo o fator,
diferentes acessos de coleta, e as variaveis dependentes a primeira contagem
(P.C.), a porcentagem de germinacao (%G) e o indice de velocidade de germinacgéo
(IVG). A andlise mostra que o fator foi estatisticamente significativo para as trés
variaveis, o que indica que uma ou mais médias diferem estatisticamente uma da
outra, demonstrando que existem diferencas entre os individuos de diferentes
acessos de coletas para estas trés variaveis. O que aporta a importancia de realizar

estudos que aumentem a germinacao das sementes desta espécie.

Tabela 2: Primeira contagem (P.C), Germinacao (G), indice de velocidade
de germinacdo (IVG), de 35 individuos de Schinus terebinthifolius
provenientes de diferentes acessos de coleta do Rio Grande do Sul.

Acessos P.C. (%) G. (%) VG
SM-LL 1 4,25 Monik" 10,00 "°Pd 1,10 "M
DA-LL 3 0,25 ' 1,50 ™ 0,11 '
SM-LL 5 23,50 abcdef 51,50 °©fn 8,64
SM-LL 6 1,75 ™ 17,00 'mnop 0,91 "
SM-LL 7 25,50 een 88,50 * 6,30 %
abcdefghijkl ijkim abcdefghi
SM-LL 8 13,75 35,50 3,79
SM-LL 9 29,25 @ 77,50 @ 6,03 avcde
SM_LL 10 22 00 abcdefgh 76 50 abcde 7 16 abcde
SM_LL 11 9 75 bcdefghijkl 68 00 bedef 3 99 abcdefghi
SM-LL 12 5,25 fohik 19,00 'mn° 1,34 °fn
SM-LL 13 22,75 @abcdefy 48,00 foni 7,60 2
SM-LL 14 26,50 2abcde 63,50 cdefon 6,44 avcdet
SM_LL 15 8,50 bcdefghijkl 18,00 Imno 4,31 abcdefghi
SM-LL 16 0,50 “ 1,00 ¢ 0,12 '
SM-LL 17 31,50 @ 86,00 @° 7,91 ¥
SM-LL 18 3,25 MK 7,00 °d 1,39 °fn
SM-LL 19 1,00 X 2,00 M 0,40 "
SM-LL 20 5,50 °f9nik 16,00 '™no 1,25 efn
I-LL 21 3,50 9Nk 12,50 ™P 0,87 9
I'LL 22 7 75 cdefghijkl 19 50 Imno 1 71 defghi
I-LL 23 31,75 @ 88,50 8,20 @
SM‘LL 24 7 50 cdefghijkl 23 00 jklmno 2 09 cdefghi
SM'LL 25 18 50 abcdefgh 46 00 fghijk 6 03 abcdefg
SM‘LL 26 8 25 cdefghijkl 20 00 kimno 3 18 bcdefghi

SM-LL 27 14’25 abcdefghijk 35’50 ijkim 5,72 abcdefg
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SM-LL 28 33’25 a 81,00 abc 11,04 a
SM-LL 29 20’00 abcdefghi 86,00 abc 10,16 ab
SM-LL 30 13’75 abcdefghijkl 40,00 ghijkl 3,90 abcdefghi
SM-LL 31 16,00 @2dcdefni 46,50 "o 4,49 @edefoh
SM-LL 32 28,00 2 67,50 Pedefo 7,65 e
SiM-LL 33 10,75 @bedefonik 29,00 mn 3,25 sbedefsh
SiM-LL 34 11,25 @abcdefghikl 37,00 MK 3,58 abedefgh
SiM-LL 35 21,75 2o 93,50 * 6,69 o
Média 20.66 40.10 11.90
C.V. (%) 30.39 14.59 24.99

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As médias de germinacdo encontram-se na Tabela 2, na qual se verifica que
houve diferencas estatisticas de germinacdo. Observou-se que 0s acessos SM-LL 7,
I-LL 23 e SiM-LL 35 apresentaram as maiores médias (88,5; 88,5 e 93,5%
respectivamente). Entretanto, os acessos DA-LL 3, SM-LL 16 e SM-LL 19 mostram as
menores meédias (1,5; 1,0 e 2,0% respectivamente). Mesmo com a ocorréncia de
germinacdo em todos os acessos testados, percebe-se que ha uma grande
heterogeneidade na germinacdo entre as comparacfes de médias dos diferentes

acessos analisados (Gréfico 1).
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Gréafico 1: Médias dos percentuais de germinacdo para os individuos dos 35
diferentes acessos do Rio Grande do Sul. Desvio padréo = 5.85



60

A avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes, para fins de semeadura e
comercializacdo, tem sido fundamentalmente baseada nos testes de germinagao. Os
lotes com alta homogeneidade sdo melhores avaliados através do teste de
germinacdo. Entretanto, se o grau de heterogeneidade for elevado, os testes de
vigor irdo avaliar melhor o desempenho desses lotes em nivel de campo (SPINA &
CARVALHO, 1986).

A maturidade das sementes € maxima por ocasido da maturidade fisioldgica,
sendo que, a partir desse momento, processos degenerativos comecam a ocorrer
(CARVALHO & NAKAGAWA, 1999). Esses processos de alteragbes podem ser de
natureza fisica, fisiolégica ou bioquimica e caracterizam a deteriora¢do, sendo a
perda da capacidade germinativa uma de suas consequéncias finais (SPINOLA et
al., 2000).

Para os testes de primeira contagem (Grafico 2) e indice de velocidade de
germinacéo (Gréfico 3), ocorreram resultados semelhantes ao teste de germinacéo,
ou seja, verifica-se uma grande heterogeneidade nos resultados comparativos entre
os 35 individuos analisados. Sendo que para todos os testes, 0s resultados seguem

0 mesmo padrdo para as maiores e menores médias, nos respectivos acessos.
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Gréfico 2: Médias dos percentuais de primeira contagem para os individuos dos 35
diferentes acessos do Rio Grande do Sul desvio padrao = 6.28
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Segundo Nakagawa (1999), lotes que apresentam maiores médias, na data

da primeira contagem, podem ser considerados mais vigorosos.

indice de Velocidade de Germinacdo (IVG)
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Grafico 3: Médias do indice de velocidade de germinacgdo para os individuos dos 35
diferentes acessos do Rio Grande do Sul. Desvio padrdo = 2.97

A maxima qualidade fisioldgica das sementes € alcancada quando a mesma
atinge o ponto maximo de poder germinativo e maximo vigor, sendo este o ponto de
maturidade fisiolégica (CARVALHO & NAKAGAWA, 1999). A germinacdo e a
emergéncia das plantulas séo reflexos da qualidade fisiol6gica da semente. Assim,
observa-se que lotes de sementes que apresentam germinacdo semelhante podem
exibir comportamento distinto no campo e no armazenamento. Tais diferencas
podem ser explicadas pelo fato de que as primeiras alteracfes nos processos
bioguimicos, associadas a deterioracdo, geralmente, ocorrem antes que o declinio
na capacidade germinativa seja verificado (DELOUCHE & VIEIRA, 1973).

Os testes de vigor foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar diferencas
de vigor entre lotes de sementes, as quais ndo sado possiveis de se detectar com a
utilizacao do teste de germinacdo. O vigor € uma caracteristica genética e fisiolodgica
da semente que se manifesta através de respostas como velocidade, total de
germinacao, e crescimento das plantulas. A deterioracdo e a sua velocidade estédo
intimamente relacionadas com o vigor. Na maturacéo fisioldgica ocorre o ponto de

MAaximo vigor e maxima germinagao e, também, o ponto no qual a deterioracéo é
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minima, sendo a partir da maturacdo fisiolégica que se inicia o processo de
deterioragdo (HARRINGTON, 1972).

Contudo, como as sementes foram coletadas no mesmo estadio fenoldgico e
na mesma época do ano, supde-se que os diferentes acessos possuem a mesma
maturidade das sementes. Além de terem apresentado resultados semelhantes,
mesmos acessos mantendo iguais meédias (altas ou baixa), para os testes de
primeira contagem, porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de
germinacao. Explicando assim, que existem diferencas de potencial de germinacgao

e no vigor das sementes de S. terebinthifolius entre os diferentes acessos de coleta.

CONCLUSAO

A qualidade das sementes variam conforme 0s acessos, sendo que 0sS
comportamentos dos individuos de S. terebinthifolius, provenientes dos 35 diferentes
acessos de coleta, apresentam heterogeneidade quanto as médias das avaliacdes
de porcentagem de germinacdo (de 1 a 93,5%), primeira contagem (de 0,25 a
33,25%) e indice de velocidade de germinacdo (de 0,110 a 11,040) nos testes
realizados em caixas gerbox e usando papel filtro como substrato.
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RESUMO

A producéo e cultivo de mudas florestais nativas apresentam dificuldades,
sendo a interacdo entre espécies florestais e trichoderma uma alternativa
promissora. Schinus terebinthifolius possui importancia econdmica por possuir
propriedades medicinais, fitoquimicas, alimenticias e ecoldgicas. Este trabalho
objetivou avaliar o efeito da interagdo de Trichoderma spp., em presenca ou
auséncia de regulador de crescimento Stimulate® na contaminacdo e germinacéo in
vitro e na germinagdo e crescimento vegetativo ex vitro de S. terebinthifolius.
Através da técnica in vitro do papel celofane foram avaliados os isolados TSM1 e
TSM2 de Trichoderma viride, 2B2 e 2B22 de Trichoderma harzianum. O experimento
ex vitro foi realizado em casa de vegetacdo, onde se avaliou os efeitos dos isolados
2B2 e 2B22, e o produto comercial Trichodermil®, todos na presenca e auséncia do
regulador de crescimento Stimulate®. Os quatro isolados testados s&o eficientes no
controle in vitro da contaminacdo fungica das sementes. No cultivo ex vitro,
observou-se diferenca significativa no indice de area foliar para o isolado 2B2.

PALAVRAS-CHAVE: Espécie florestal. Espécie nativa. Controle biologico. Interacédo
planta-microrganismos.

ABSTRACT

The production and cultivation of native forest seedling present difficulties,
being the interaction between forest species and Trichoderma a promising
alternative. Schinus terebinthifolius has economic importance because possesses
medicinal properties, phytochemical, alimentary and ecological. This study aimed to
evaluate the effect of the interaction of Trichoderma spp., in the presence or absence
of growth regulator Stimulate® in contamination and germination in vitro and in
germination and vegetative growth ex vitro of S. terebinthifolius. Through the
cellophane in vitro technique were evaluated the isolates TSM1 and TSM2 of the
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Trichoderma viride, 2B2 and 2B22 of the Trichoderma harzianum. The ex vitro
experiment was conducted in a greenhouse, where were evaluated the effects of the
isolates 2B2 and 2B22, and the commercial product Trichodermil®, all in the
presence and absence of the growth regulator Stimulate®. The four tested isolates
are efficient on the in vitro controlling of the seeds fungal growth. In ex vitro
cultivation, we observed significant differences in leaf area index for the isolates 2B2.

KEYWORDS: Forest species. Native species. Biological control. Plant-
microorganisms interactions.

INTRODUCAO

A regeneracdo de um ambiente degradado depende, principalmente, da
chegada de sementes a este local (REIS et al.,, 2003). O conjunto de sementes
dispersadas por diversos meios é conhecido como chuva de sementes, a qual,
conforme Bechara (2003), também tem a funcdo de colonizar areas em processo de
sucessdo primaria ou secundaria. A chuva de sementes é responsavel pela
formacéo do banco de sementes (REIS et al., 2003), o qual desempenha importante
papel na recolonizacdo vegetacional das areas degradadas (SCHMITZ, 1992). Para
Holl (1999), a baixa taxa de aporte de sementes é o principal fator limitante na
restauracdo de areas degradadas.

Dessa forma, a necessidade pela conservacdo das florestas tropicais e o
fortalecimento da politica ambiental promoveram um aumento da demanda de
estudos sobre sementes de espécies nativas, que constituem insumo basico nos
programas de recuperacdo e conservacdo de ecossistemas (CARVALHO et al.,
2006). Contudo, as espécies florestais nativas ainda sdo pouco estudadas, assim
como o caso de S. terebinthifolius conhecida popularmente no Brasil como: aroeira-
vermelha, aroeira-pimenteira, pimenta-rosa, aroeira-mansa e aroeira-do-sertdo.

S. terebinthifolius é uma espécie arbdrea nativa, da familia Anacardiaceae.
Possui importancia econbmica por se tratar de uma planta com propriedades
medicinais, fitoquimicas e alimenticias, mas € em programas de reflorestamentos
ambientais e recuperacdo de areas degradadas que essa espécie destaca-se
ecologicamente (LORENZI, 1992).

Um dos fatores de grande influéncia sobre a germinacdo de sementes é a
presenca de microrganismos, especialmente fungos, que podem provocar reducao
do seu poder germinativo, diminuindo sua qualidade e seu valor comercial (LASCA
et al., 2004). Dessa maneira, 0 tratamento de sementes pode ser usado para
diminuir a acdo de patdégenos presentes nas sementes nas diversas fases do
processo de producdo (KROHN & MALAVASI, 2004). Esta pratica tem sido
recomendada, visando ndo sO a preservacdo da qualidade das sementes, mas
também a melhoria no desempenho germinativo destas sob condi¢cdes adversas
(GOULART et al., 2000; MACHADO, 2000).
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Em estudos realizados com sementes de S. terebinthifolius o fungo com
potencial fitopatogénico, mais frequentemente detectado nas amostras foi o
Fusarium sp. (STRAPASSON et al., 2002). Algumas espécies deste género séo
associadas com tombamentos de plantulas em muitas espécies agronémicas e
florestais (CARNEIRO, 1987).

Em testes de germinacdo em laboratério, varias substancias com acéo
germicida sao utilizadas para fazer a desinfestacdo superficial das sementes,
visando reduzir a incidéncia de patdégenos e promover a germinacdo. Os mais
comuns sdo o etanol 70% e os compostos a base de cloro, como o hipoclorito de
soédio (NaClO). As concentracdes das solucbes desinfetantes variam bastante, de
acordo com o tipo de semente e de patégeno, bem como dos produtos utilizados
(WENDLING et al., 2006).

A interacdo entre plantas e microrganismos é uma alternativa sustentavel que
vem sendo pesquisada nas instituicbes de ensino e centros de pesquisa. Algumas
linhagens de trichoderma séao utilizadas no controle biolégico de fitopatégenos e na
promogdo de crescimento vegetal, devido a sua versatilidade de ag&o, como
parasitismo, antibiose e competicao; além de atuarem como indutores de resisténcia
a plantas contra doencas e produzirem horménios de crescimento (ALTOMARE, et
al., 1999; DELGADO et al., 2007; FILHO et al.,, 2008; HARMAN, 2000; HOYOS-
CARVAJAL et al., 2009; LOUZADA, et al., 2009; RESENDE et al., 2004).

O biocontrole de fitopatdbgenos e o maior crescimento vegetal podem ser
alcancados através de préaticas de manejo para favorecer antagonistas nativos e,
também, através da introducdo de microrganismos selecionados (MELO, 1998). Os
isolados podem ser introduzidos antes ou no momento do plantio de forma
preventiva e sua aplicacdo pode ser feita nas sementes, no substrato ou no sulco de
plantio. A introducédo do agente também pode ser feita através de matéria organica
incorporada antes do transplante das mudas (LUCON, 2009).

A promocao de crescimento ocasionada por microrganismos do solo ocorre
devido a acdo de varios fatores pouco esclarecidos. Diversas espécies fungicas tém
sido envolvidas no biocontrole de fitopatdgenos. No entanto, espécies de
Trichoderma s&o, sem duvida, os agentes de biocontrole fitopatogénico mais
estudados e utilizados no Brasil e em outros paises da América Latina (MORANDI &
BETTIOL, 2009). Segundo Lucon (2008), isso se deve ao fato dessas espécies ndo
serem patogénicas e estarem presentes em praticamente todos os tipos de solos
com matéria organica, sendo facilmente isolados, cultivados e multiplicados,
colonizando com eficiéncia o sistema radicular de diversas plantas.

Algumas linhagens aumentam a superficie total do sistema radicular,
possibilitando um maior acesso aos elementos minerais. Outras sdo capazes de
solubilizar e disponibilizar para a planta o fosfato de rocha, ferro, cobre, manganés e
zinco. Também podem melhorar os mecanismos ativos de absor¢do, bem como,
aumentar a eficiéncia da planta para utilizar alguns nutrientes importantes, como o
nitrogénio (LUCON, 2009).

Outro fator ainda relacionado ao melhor desenvolvimento de plantas por
isolados benéficos de Trichoderma € o aumento da resisténcia aos estresses
abidticos, como umidade, pH e temperatura. Pesquisas apontam que plantas

tratadas com esses agentes podem ter seu desempenho favorecido quando
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cultivadas em condi¢cfes estressantes (LUCON, 2009). Conforme Ethur (2006), a
interferéncia de Trichoderma no crescimento de plantas e o0 aumento da
produtividade ocorrem devido a sua capacidade de colonizar as raizes.

No entanto, € importante ressaltar que o controle biolégico ndo objetiva a
erradicacdo de fitopatdgenos, mas sim, manipular o ambiente a niveis econdmicos e
ecologicamente aceitaveis, sendo uma das formas de promover 0 crescimento
vegetal (OLIVEIRA, 2007).

Diferentes isolados de trichoderma tém levado a aumentos significativos na
porcentagem e na precocidade de germinacao (MELO, 1996), além disso, pesquisas
tém sido direcionadas para a promogao do crescimento vegetal e apresentam
aumento tanto no crescimento quanto na produtividade de diversas culturas como
cravo, crisantemo, pepino, berinjela, ervilha, pimentdo, rabanete, tabaco, tomate,
alface, cenoura, milho, papoula, algodéo, feijao, arroz, gréao de bico, eucalipto, entre
outras (RESENDE et al. 2004; ALMANCA, 2005; FORTES et al., 2007; JYOTSNA et
al. 2008; FILHO et al., 2008; HOYOS-CARVAJAL et al., 2009).

Em estudo realizado por Fortes et al. (2007) foi observado que a
sobrevivéncia de microestacas de um clone de Eucalyptus sp. aumentou por meio
do tratamento com isolados de Trichoderma spp. e também promoveu um aumento
na porcentagem de enraizamento. Da mesma forma, estudos realizados na
interacdo de Gochnatia polymorpha (cambara) com isolados de Trichoderma spp.
resultaram no aumento de germinacdo e crescimento, comparados com O0S
tratamentos controle sem os isolados (MACHADO, 2010).

Nesse contexto, entra o papel dos biorreguladores vegetais, 0s quais tém
apresentado resultados favoraveis no aumento da produtividade de algumas
culturas, tais como citros, feijdo, milho, soja e algoddo (CASTRO et al.,, 1998;
ALLEONI et al., 2000; MILLEO et al., 2000; VIEIRA & CASTRO, 2001; VIEIRA &
CASTRO, 2004; BRACCINI et al., 2005; FERRARI et al., 2008).

Biorreguladores ou reguladores vegetais sdo compostos organicos, naturais
ou sintéticos que ndo sao produzidos pelas plantas, com acdo semelhante a dos
horménios (auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e inibidores) no metabolismo
vegetal, modulando e regulando o crescimento de diversos o6rgdos da planta
(SANTOS, 2004).

Os biorreguladores vegetais ou reguladores vegetais, em pequenas
guantidades, inibem ou modificam de alguma forma processos morfolégicos e
fisiol6gicos do vegetal (CALDAS et al., 1990; CASTRO & VIEIRA, 2001). Quando
aplicadas nas sementes ou nas folhas, podem interferir em processos como
germinacdo, enraizamento, floracdo, frutificacdo e senescéncia (CASTRO &
MELOTO, 1989). O uso de reguladores de crescimento na fase de germinacdo
melhora o desempenho das plantulas, acelerando a velocidade de emergéncia e
realcando o potencial das sementes de varias espécies. O uso de compostos
quimicos biologicamente ativos, como reguladores e estimulantes de crescimento,
pode cessar ou diminuir o impacto de fatores adversos na qualidade e desempenho
das sementes (ARAGAO et al., 2003).

Pelos inimeros beneficios obtidos a partir da aplicacdo de reguladores
vegetais sobre as plantas cultivadas, combinacdes desses produtos tém sido
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estudadas. Para Castro e Vieira (2001), o bioestimulante ou estimulante vegetal séo
misturas de dois ou mais biorreguladores ou de biorreguladores com outras
substancias (aminoacidos, nutrientes, vitaminas). Levando-se em consideracdo que
o Stimulate® tem em sua constituicdo o &cido indolbutirico (auxina) 0,005%, cinetina
(citocinina) 0,009% e &cido giberélico (giberelina) 0,005%, sendo eles
biorreguladores de crescimento vegetal, que atuam como mediadores de processos
fisiolégicos, e acredita-se que este biorregulador pode em funcdo de sua
composicao, concentracdo e propor¢cao das substancias, incrementar o crescimento
e desenvolvimento vegetal estimulando a divisdo celular, podendo também
aumentar a absorcao de agua e nutrientes pelas plantas (VIEIRA & CASTRO, 2004).

Dessa maneira, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes isolados de Trichoderma spp. na contaminacdo e germinacgéao in vitro de
S. terebinthifolius, e estudar a influencia dos isolados de trichoderma, na presenca
ou auséncia do fitoregulador de crescimento Stimulate®, na caracterizacdo da
emergéncia das plantulas e do crescimento vegetativo ex vitro de S. terebinthifolius,
visando a sua conservacdo através da propagacdo de mudas saudaveis, e a
utilizacao sustentavel desta espécie

MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Interacdo
Planta-Microrganismos e em casa de vegetacao, pertencentes ao Departamento de
Biologia, do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa
Maria.

O material botanico utlizado consta de sementes dos frutos de S.
terebinthifolius, coletados diretamente de plantas crescendo naturalmente em matas
do estado do Rio Grande do Sul. As coletas foram realizadas entre os meses de
junho a agosto de 2011. As sementes foram armazenadas sob refrigeracéo a 8 (+/-
2)°C até o inicio dos experimentos. Quatro exsicatas foram incorporadas ao herbério
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria, proveniente
de coletas realizadas em diferentes locais, sob o numero de registro SMDB —
13.718, 13.732, 13.742, 13.743.

Efeito de trichoderma na contaminac&o e germinacdao in vitro das sementes de
S. terebinthifolius

O 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 e de contaminagcéo das sementes de S. terebinthifolius.
Foram utilizados nos experimentos dois isolados de Trichoderma viride, TSM1 e
TSM2, dois isolados de Trichoderma harzianum, 2B2 e 2B22, que estavam
armazenados no Laboratorio de Interacdo Planta-Microrganismo - CCNE/UFSM,
além do tratamento controle, sem isolados de trichoderma. Esses isolados foram
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escolhidos devido aos mesmos ja terem apresentado resultados em pesquisas de
controle biologico de fitopatdgenos e promocgdo de crescimento e germinagdo de
sementes (SILVA, 1991; SILVA, 1997; MACHADO, 2012).

Foram avaliados cinco tratamentos (Tabela 1) dispostos no delineamento
inteiramente casualizado, com seis repeticbes por tratamento; cada parcela
experimental constituida por 25 sementes, totalizando 150 por tratamento.

Tabela 1 - Tratamentos constituintes do experimento realizado pela técnica in vitro
do papel celofane onde foram avaliados o efeito de trichoderma na contaminacéo e
na germinacao das sementes de Schinus terebinthifolius.

Tratamentos Descricdo dos tratamentos
Tl TSM1 (Trichoderma viride)
T2 TSM2 (Trichoderma viride)
T3 2B2 (Trichoderma harzianum)
T4 2B22 (Trichoderma harzianum)
TS5 Controle (sem isolados)

O meio de cultura utilizado foi uma mistura de meio de cultura agar-agua e
meio de cultura BD, sendo 70% agar-agua e 30% BD (batata e dextrose — 200 g de
batata, 20 g de dextrose, 1000mL de &gua destilada). Utilizou-se agar 0,7% e pH
ajustado a 5,8 * 0,2 em placas de Petrii O meio de cultura foi coberto,
assepticamente, com um disco de papel celofane semipermeavel, esterilizado
(120°C/40 minutos) e foram transferidos para o centro das placas, discos de meio de
cultura a base de aveia contendo micélios e esporos dos isolados de trichoderma.

As placas dos tratamentos controle foram cobertas com o disco de papel
celofane, porém, ndo receberam o disco de micélio e esporos dos isolados. As
placas foram vedadas com filme de PVC e as culturas mantidas em camara climatica
(BOD) a 20°C e fotoperiodo de 16 horas por cinco dias. Decorrido o periodo de
incubacao, em condicBes 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-volateis liberados pelos isolados, onde
foram semeados as sementes que previamente passaram por um processo de
desinfestacdo, que consistiu na imersdo por 15 minutos em hipoclorito de sédio
(NaClO) 3% e trés lavagens em agua destilada e autoclavada.

As culturas foram mantidas a 20°C com fotoperiodo de 16h. As avaliacfes
constaram da contagem das sementes contaminadas por sete dias e da contagem
das sementes germinadas por 24 dias, contados 24 horas ap0s a instalagdo do
experimento.

Caracterizagcdo do crescimento vegetativo ex vitro, na influéncia de isolados de
trichoderma, sob presenca ou auséncia re regulador de crescimento
Stimulate®
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Esse experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, para detectar a
relacdo entre a acdo dos isolados e do fitorregulador de crescimento em condi¢des
ex vitro. Utilizaram-se dois isolados de trichoderma, 2B2, 2B22, os quais
apresentaram bons resultados na reducdo de contaminacdo de sementes de S.
terebinthifolius in vitro, e um produto comercial, Trichodermil® (fabricante: Itaforte
Bioprodutos). O regulador de crescimento utilizado tem o nome comercial de
Stimulate® (composicdo: CINETINA, ACIDO GIBERELICO, ACIDO 4-INDOL-3-
ILBUTIRICO).

Utilizou-se o substrato da marca Tecnomax®. A aplicacdo de trichoderma no
substrato ndo esterilizado foi realizada através de pds-biologicos, preparados com
os isolados, com excecdo do p6 comercial (Trichodermil®) que foi adquirido junto ao
fabricante ITAFORTE Bio Produtos.

A aplicacédo dos pdés-biologicos nos substratos foi realizada 14 dias antes da
semeadura para a colonizacdo do trichoderma no substrato. Utilizou-se 2g de po6
bioldgico por Kg de substrato, conforme recomendacédo do fabricante do produto
comercial, 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 concentracdo de 10° UFC.g ™. Os isolados 2B2, 2B22 foram testados na
concentracdo de 4g de p6 por Kg de substrato, além de um tratamento controle na
auséncia de trichoderma (Tabela 2).

Também foram testados os efeitos da interacdo do trichoderma com o
regulador de crescimento, Stimulate®. As sementes foram embebidas utilizando-se a
maior dose recomendada, dentre todas as culturas, pelo fabricante para aplicacdo
antes do plantio (1,5 L*100 kg™ de sementes).

Tabela 2 — Descricdo dos tratamentos constituintes do experimento realizado em
casa de vegetacao.

Tratamentos Descricdo dos tratamentos Dosagem de po
bioldgico
T9 2B2 4qg
T10 2B22 4qg
T11 Controle: s/ isolado -
T12 Trichodermil® 29
T13 2B2 + Stimulate® 4g
T14 2B22 + Stimulate® 49
T15 Controle: s/ isolado + Stimulate® -
T16 Trichodermil® + Stimulate® 29

Para a instalacéo desse experimento utilizaram-se 12 vasos, com capacidade
para 500mL, para cada tratamento, totalizando 96 vasos plasticos. Foram semeados
10 sementes por repeticdo a uma profundidade de 0,5cm. A irrigagao foi realizada
diariamente e constou de 20 a 80mL de agua destilada ao dia, variando de acordo
com a necessidade.

Nesse experimento foram realizadas as seguintes avaliacfes das plantulas:
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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 23 semanas. Ao final
das 23 semanas foi determinada a porcentagem total de emergéncia, através do
namero de plantulas emergidas em relacdo ao numero de sementes colocadas para
germinar (BORGHETTI & FERREIRA, 2004); indice de velocidade de emergéncia
(IVE): foi calculado o IVE, somando-se o numero 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 pléantulas
sobreviventes: foi determinada ao final das 23 semanas, através do numero de
plantulas sobreviventes em relacdo ao niumero de plantulas emergidas; Namero de
folhas: realizou-se a contagem do numero de folhas por plantula e calculado a
média aritmética (MUNIZ et al., 2007); Area foliar: realizada através do método
destrutivo, com equipamento modelo LI3000C, da marca Licor, apresentando o valor
em mmz2; Comprimento de caule: foi medida em cm do colo da plantula até o apice
caulinar e calculado a média aritmética (NAKAGAWA, 1994); Comprimento da
maior raiz: foi medida em cm e calculada a média aritmética (NAKAGAWA, 1994);
Massa fresca da parte aérea (caule e folhas) e da raiz: as plantulas foram
retiradas do substrato, lavadas em &agua corrente para retirar os residuos de
substrato retidos nas raizes e entdo, deixadas para escorrer em papel absorvente.
Apés, foi realizado um corte na base do caule, separando-se a parte aérea da raiz.
Realizou-se, entdo, a pesagem, por repeticdo, em balanca com precisdo de 0,001g,
da parte aérea (caule e folhas, separadamente) e da raiz, e calculado a média
aritmética por plantula (NAKAGAWA, 1994); Massa seca da parte aérea (caule e
folhas) e da raiz: apds 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 oito tratamentos, dispostos no delineamento inteiramente
casualizado, com 12 repeticbes por tratamento; cada parcela constituida por 10
sementes, totalizando 120 sementes por tratamento.

Para cada variavel avaliada realizou-se uma analise estatistica. Quando
necessario, os dados em porcentagem, foram transformados para o arcoseno da
raiz quadrada, utilizando o programa estatistico Estat. Apés, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
probabilidade de 5% de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de trichoderma na contaminagcdo e germinacdo in vitro das
sementes de S. terebinthifolius
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Para o estudo do efeito de trichoderma na contaminag&o e na germinagao in
vitro das sementes de S. terebinthifolius, utilizou-se a técnica do papel celofane.
Esta técnica é utilizada na selecdo de microrganismos antagonistas produtores de
compostos antifungicos, como substancias antibiéticas ou metabdlitos (REIS et al.,
1995). A liberacdo de metabdlitos ndo-volateis e inibicdo no crescimento de
fitopatogenos foram observadas por Silva (1997), que utlizou esse método e
constatou que isolados de T. viride e T. harzianum foram efetivos quanto a inibi¢cao
do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, um fungo causador de doencas.
Ethur et al. (2005), também utilizaram essa técnica, com 0 objetivo de selecionar
agentes biocontroladores para esse mesmo patégeno.

O papel celofane, semi-permeavel, permite a nutricdo e crescimento do
antagonista, além da difusdo de metabdlitos para o meio de cultura (ETHUR, 2002),
onde sdo inseridos discos contendo estruturas do patégeno. Nesse experimento a
técnica foi modificada, ao invés de se transferir para o meio de cultura discos do
patdgeno, transferiram-se as sementes de S. terebinthifolius, a fim de se avaliar o
efeito de metabdlitos liberados por isolados de trichoderma no controle de fungos
presentes e na germinagcdo das sementes.

Santos et al. (2000) e Medeiros et al. (1992), verificaram que é frequente a
associacdo de fungos, patogénicos ou ndo, as sementes de espécies florestais. Em
estudos realizados com sementes de aroeira-vermelha foram encontrados os
seguintes géneros: Fusarium, Alternaria, Pestalotia, Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma, Chaetomium, Nigrospora, Geotrichum e Mucor (STRAPASSON et al.,
2002).

Observa-se na Tabela 3 que todos os tratamentos com trichoderma (T1, T2,
T3 e T4) inibiram o crescimento de fungos contaminantes, reduzindo a
contaminagao quando comparadas com o controle (T5). Embora os tratamentos com
trichoderma nao tenham diferido estatisticamente entre si, aqueles que
apresentaram o0s menores valores de contaminagcdo foram 2B2 e 2B22 de T.
harzianum (4,6 e 4,8%, respectivamente) e TSM1 de T. viride (7,3%). O tratamento
controle obteve contaminacdo de 49,0%, demonstrando a acdo dos isolados de
Trichoderma spp.

Tabela 3 — Efeito dos isolados de trichoderma, pela técnica in vitro do papel celofane
em meio de cultura agar-agua + BDA, na contaminacdo e na germinacdo das
sementes de Schinus terebinthifolius. Santa Maria - RS (2012).

Descricdo dos Contaminacao Germinacao

Tratamentos tratamentos (%) (%)

T1 TSM1 7,3332* 19,9412

T2 TSM2 9,3332 21,8122

T3 2B2 4,6672 20,0152

T4 2B22 4,8002 27,4552

T5 Controle: s/ isolados 49,000° 16,4972
Média 18,93 20,26
C.V. (%) 32,38 61,48

*Valores seguidos de mesma letra ndo se diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Hilgemberg et al. (2007), também observaram variacdo entre os antagonistas
Trichoderma 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 téxicos, 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 patdégeno Botrytis cinerea, demonstrando
especificidade entre alguns isolados e o patégeno.

Segundo Baugh e Escobar (2007), a acdo de trichoderma como estimulador
da germinacé&o e do crescimento vegetal é complexa e realizada por interacbes com
fatores bioquimicos e producdo de diversas enzimas e compostos benéficos. Pode-
se observar que o tratamento com a maior germinagao foi o 2B22 (27,45%) de T.
harzianum, seguido de TSM2 de T. viride com 21,81%. O tratamento controle teve a
menor germinacdo com 16,49%. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas de germinagao entre os tratamentos com os isolados de trichoderma e
o controle.

Para Ozbay et al. (2004), os isolados T22 e T95 de T. harzianum néao
auxiliaram na emergéncia do tomateiro, mas aumentaram o0 crescimento de
plantulas. Harman (2000) utilizando aplicacdo de nitrogénio no solo juntamente com
o isolado T-22 de T. harzianum, constatou que inicialmente nao ocorreram
diferencas entre as areas com e sem tratamento, mas nas plantas adultas de milho,
ocorreu maior diametro de talos, rendimentos de gréos e silagem, nas plantas das
areas tratadas.

Harman et al. (2004) consideram que o0 aumento da produtividade
proporcionado por isolados selecionados de Trichoderma spp. é mais evidente sob
condicbes estressantes as plantas, em termos de presenca de patdgenos. Sob
condi¢cBes proximas ao ideal, os beneficios as plantas sdo menos evidentes.

S. terebinthifolius e outras espécies podem se beneficiar da colonizacdo de
suas raizes por Trichoderma spp., como uma consequéncia do controle de
patdgenos e a acdo de alguns isolados desse género, como espécie simbionte. Da
mesma forma, segundo Harman et al. (2004), a inducdo de resisténcia por
Trichoderma spp. incrementa a expressao de genes relacionados com a defesa da
planta e é similar ao processo de resisténcia adquirida.

Dessa forma, fica evidenciado que ocorreu a acado antagonista no controle
bioldgico dos fungos associados as sementes e esta interacdo com o trichoderma
nao interferiu na germinacao de S. terebinthifolius de forma negativa. Sendo que, o
menor indice de contaminacao inicial pode gerar mudas com maior vigor futuro.

Caracterizacao do crescimento vegetativo ex vitro, na influéncia de isolados de
trichoderma, sob presenca ou auséncia re regulador de crescimento
Stimulate®
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Trichoderma spp. s&o fungos amplamente estudados por serem antagonistas
de varios fungos fitopatogénicos de solo e por melhorarem o desenvolvimento de
diversas culturas de importancia econdmica. Segundo Dal Bello et al. (2002) e
Harman et al. (2004), a eficiéncia do antagonista na protecdo de plantas contra
microrganismos patogénicos e na promocdo de crescimento de plantas esta
diretamente relacionada a habilidade desses organismos colonizarem e
sobreviverem no solo e/ou rizosfera das plantas onde foram introduzidos. Cabe
ressaltar que os trés diferentes isolados introduzidos no substrato, onde as mudas
foram produzidas, conseguiram colonizar e sobreviver nas plantas até o final do ciclo
da cultura, em condi¢cGes de campo.

Os efeitos do trichoderma, na presenca ou auséncia do fitoregulador de
crescimento Stimulate®, sobre as avaliacdes de germinacdo (porcentagem de
emergéncia, primeira contagem, sobrevivéncia de plantulas, indice de velocidade de
emergéncia) e crescimento (nimero de folhas, comprimento do caule, comprimento
de raiz, massa fresca de folhas, massa fresca de raiz, massa fresca de caule, massa
seca de folhas, massa seca de raiz, massa seca de caule, area foliar) de S.
terebinthifolius, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Emergéncia (E), primeira contagem (PC), sobrevivéncia (SOB), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), nimero de folhas (N°F), comprimento do caule (CC),
comprimento de raiz (CR), massa fresca de folhas (MF F), massa fresca de raiz (MF R),
massa fresca de caule (MF C), massa seca de folhas (MS F), massa seca de raiz (MS R),
massa seca de caule (MS C), area foliar (A. Foliar) de aroeira-vermelha (S. terebinthifolius)
por isolados de trichoderma, na presenca e auséncia do regulador de crescimento
Stimulate®, avaliados aos 165 dias. Santa Maria, RS, 2012.

MF MF MS MS MS A.
Trat. E PC Sob. IVE N°F CC CR F MFR C F R C Foliar

) (%) (%) © @ @ @ @ @ @ (@ (m)

T9 21,62 50* 819 06° 94° 6,3 65 1012 58 38 27 1,32 112 5]10?
T10 26,68 4,2* 896% 07° 7,74 68 722 862 372 323 243 123 10% 295
T11 33,38 125% 93,12 1,0° 93* 106° 96* 1312 48 502 38 172 162 271°
Ti2 258 6,72 91,72 0,7° 85% 7,38 743 85° 398 35 262 13 122 306
T13 30,0° 3,3 7542 08 79 65° 60 878 412 308 25 10* 09 286
Ti4 26,72 50* 875* 07° 7,9 68 622 912 48 313 272 112 10 275
Ti5 208 58 9178 06 83% 61% 572 932 502 33 28 128 10 379
Ti6 26,7° 58 8478 08 7,74 76 64% 113* 562 40 35 13 132 338

Média 30.1 118 779 0.7 2.9 2.7 2.6 3.1 2.2 2.0 1.8 1.3 1.3 56.2
Ccv
(%) 359 789 322 32 255 288 308 27.8 245 241 228 174 179 217

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Para Melo (1998), o sucesso do controle de fitopatdogenos e da promocéo de
crescimento vegetal por bioagentes depende das propriedades e mecanismos de
acao do organismo. Sendo que, para os testes ex vitro, foi verificado diferenca
significativa apenas para a variavel de area foliar, na qual o tratamento com o
isolado 2B2 de T. harzianum, na auséncia de regulador de crescimento Stimulate®,
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foi superior a todos o0s outros tratamentos. Entretanto, para todas as demais
variaveis nao foram observados efeitos, tanto negativa quanto positiva, dos isolados
de trichoderma estudados na presenca ou auséncia de Stimulate®, nos testes de
germinacao e de crescimento das plantas de S. terebinthifolius.

A area foliar pode ser considerada como um indice de produtividade, dada a
importancia dos 6rgaos fotossintetizantes na producao biolégica da planta (SCALON
et al., 2003). A luz, por ser fonte primaria de energia relacionada a fotossintese
(CAMPOS & UCHIDA, 2002) e fenbmenos morfogenéticos (TAIZ & ZEIGER, 2004),
€ um dos principais fatores que influenciam o crescimento e o desenvolvimento dos
vegetais, de tal forma que, esse aumento de area foliar promovido pelo isolado 2B2
de T. harzianum pode repercutir no maior crescimento quando analisado em
estadios mais avancgados.

Todas as plantas tém habilidade para modificar o seu modelo de
desenvolvimento em resposta ao ambiente luminoso (HOLT, 1995). Todavia, a
natureza da resposta morfogénica pode variar consideravelmente entre espécies de
acordo com a capacidade de aclimatacdo e a dependéncia da quantidade ou
qualidade da luz (CLOUGH et al. 1980; WALTERS & FIELD, 1987; GIVNISH, 1988;
SEEMANN, 1992; GRONINGER et al., 1996; TAIZ & ZEIGER, 2004). Desta forma, a
eficiéncia do crescimento pode ser relacionada a habilidade de adaptacdo das
mudas as condi¢fes luminosas do ambiente, sendo o crescimento satisfatorio de
algumas espécies em ambientes com baixa ou alta luminosidade atribuido a
capacidade da espécie ajustar rapidamente seu modelo de alocagédo de biomassa e
comportamento fisioloégico (DIAS-FILHO, 1997, 1999).

Para os resultados do uso do regulador de crescimento Stimulate®, na qual
nao se constatou efeitos positivos nem negativos na germinacao e crescimento de
S. terebinthifolius, ressalta-se que o fabricante ainda ndo possui recomendacdes
para espécies florestais. Tais resultados obtidos podem ter relagcdo com a escolha
da dose aplicada, numero de aplicacdes para esta espécie, entre outros fatores
ainda néo esclarecidos. Dessa forma, mostra-se evidente a necessidade de maiores
estudos deste regulador de crescimento para espécies florestais. Podendo,
inclusive, apresentar resultados satisfatérios do uso na presenca de microrganismos
promotores de crescimento.

A capacidade de promocdo de crescimento de plantas ocasionada por
microrganismos do solo ocorre devido a acdo de varios fatores pouco esclarecidos.
Segundo Benitez et al. (2004) esses fatores podem ser tais como a composicao da
microbiota do solo, disponibilidade de nutrientes, isolados utilizados, tipo de solo e
fatores ambientais. Sendo que a auséncia de alguns desses fatores podem explicar
os resultados obtidos na Tabela 4, na qual demonstra ndo haver efeitos significativos
do trichoderma nos parametros de germinagéo e crescimento estudados.

Quanto ao efeito no desenvolvimento e producdo de alface, constatou-se que
os isolados ndo interferiram na massa de matéria fresca das plantas, quando
comparados aos controles, mesmo estando presentes na rizosfera das plantas.
Estes dados discordam dos observados por Lynch et al. (1991) que relatou
aumentos de 27 a 54% no peso fresco de alface tratada com Trichoderma sp. Ja
Ousley et al. (1993) demonstraram esta variabilidade quando utilizaram um isolado
de Trichoderma produtor de viridiol que interferiu negativamente na germinacgéo de
alface (Lactuca sativa L.) e outros isolados produtores de &cidos graxos e glicerol
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gue atuaram positivamente no crescimento de trigo (Triticum aestivum L.). Por outro
lado, Corréa (2006), em condicdes de hidroponia, e Bal & Altintas (2008), em
condi¢cBes subotimas de crescimento em campo, ndo constataram nenhum tipo de
efeito de Trichoderma spp. no crescimento de plantas de alface.

A variabilidade entre os isolados de Trichoderma spp., quanto a interferéncia
no crescimento de vegetais, consiste, principalmente, na producdo de metabdlitos
secundéarios e na sua capacidade de ser competitivo na rizosfera. Dessa forma,
podemos observar que a resposta do trichoderma para diferentes culturas podem
variar, como observados por Chang et al. (1986), utilizando tratamento de solo com
suspensao de conidios de T. harzianum observaram promoc¢do de crescimento da
planta através do peso de massa seca superior a testemunha, no feijoeiro de 10%,
no rabanete de 8%, no tomateiro de 37%, na pimenteira de 42% e no pepineiro de
93%.

O uso de muitas espécies arboreas nativas do Brasil tem sido feito de forma
extrativista, e muitas vezes predatéria, tornando-se salutar o cultivo destas espécies.
Ndo obstante esta necessidade, a propagacdo de um grande numero destas
espécies encontra sérias limitacdes em razédo do pouco conhecimento que se dispde
sobre as caracteristicas fisiologicas, morfologicas, ecoldgicas e genéticas das
mesmas, o que pode comprometer o sucesso desses cultivos (TELLES et al., 2001).

Tanto a intensidade como a velocidade desse processo depende de fatores
genéticos e ambientais e estdo relacionados aos cuidados durante o manejo dos
lotes de sementes (MARCOS FILHO et al., 1987; KRZYZANOWSKI et al., 1991;
PINA-RODRIGUES et al., 2004). Altos niveis de variabilidade genética dentro de
populacées tém sido detectados para a maioria das espécies arbOreas temperadas e
tropicais, avaliadas a partir de caracteres quantitativos e de dados de marcadores
genéticos (HAMRICK, 1983), podendo, também, ser o caso das sementes de S.
terebinthifolius coletadas para este estudo. Dessa forma, relacionando a auséncia do
efeito do trichoderma em alguns parametros, a grande variagcdo genética nos
individuos para cada carater estudado.

A aplicacdo dos testes de vigor em sementes de espécies florestais é uma
pratica que permite estimar e comparar lotes para diferentes objetivos. A
simplicidade, inerente a varios destes testes, aliada aos bons resultados, tornam-nos
de utilizacdo promissora em varios campos de pesquisa. Comparac¢fes de vigor de
sementes entre matrizes, progénies e procedéncias, oferecem ao pesquisador
dados adicionais em uma fase inicial de um programa de melhoramento ou
conservacgao genética. A divulgacdo de sua metodologia tornara, com certeza, mais
difundida a sua aplicagdo no campo das ciéncias florestais, sendo que tém sido
desenvolvidos testes aplicaveis a espécies ou grupo de espécies semelhantes
(VALENTINI & PINA-RODRIGUES, 1995).

Apesar de ndo terem sido observados efeitos positivos na germinacao e
pouco efeito no crescimento de S. terebinthifolius pelos isolados de trichoderma,
também n&o foram observados efeitos negativos (Tabela 4). A presenca desses
isolados no substrato tem potencial em estddios mais avancados do
desenvolvimento, de proporcionar uma maior protecdo contra a acdo de
fitopatdgenos, isto logicamente, se compravado por estudos detalhados de controle
bioldgico para determinados microrganismos patogénicos a espécie estudada. Em
varios estudos tem se observado que Trichoderma harzianum, introduzido no solo,
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tem reduzido a severidade de doencas nas plantas e induzido a estimulacdo da
germinacao e do crescimento vegetal de varias 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 recuperacao de areas degradadas; além da conservacdo genética da
espécie e de vantagens para produtores em viveiros. No entanto, a contribuicdo de
espécies de trichoderma no aumento da germinacdo de sementes e do crescimento
vegetal é comprovada para alguns isolados de trichoderma em espécies vegetais
estudadas (RESENDE et al. 2004; ALMANCA, 2005; FORTES et al.,, 2007,
JYOTSNA et al. 2008; FILHO et al.,, 2008; HOYOS-CARVAJAL et al., 2009;
MACHADO, 2010; MACHADO, 2012).

CONCLUSAO

Os isolados de trichoderma testados, TSM1 e TSM2 de T. viride e 2B2 e 2B22
de T. harzianum, néo interferem de modo negativo na germinacdo das sementes de
S. terebinthifolius. Estes isolados, se mostraram eficientes na diminuicdo da
contaminacdo fungica das sementes de S. terebinthifolius pela técnica in vitro do
papel celofane.

No cultivo ex vitro de S. terebinthifolius foi observado que o isolado 2B2 de T.
harzianum na auséncia do regulador de crescimento Stimulate®, obteve aumento
significativo em relacdo ao crescimento vegetativo de area foliar. Para as demais
variaveis analisadas ndo foi observado interacdo entre os isolado de trichoderma,
tanto na presenca quanto na auséncia do fitoregulador de crescimento Stimulate®,
em relacdo a germinacao e ao crescimento vegetativo.
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DISCUSSAO

Nos estudos citogenéticos, onde foram analisados 22 acessos de S.
terebinthifolius, pertencentes a regido central do Rio Grande do Sul, determinou-se
gue o numero de cromossomos apresentados para 22 acessos estudados foi de 2n
= 28. (Artigo 1, Figuras 1, 2, 3, 4), indicando que nao ocorre variabilidade
intraespecifica. Observa-se que o tamanho dos cromossomos é muito pequeno, em
média de 0,56um, o que vai de acordo com Stebbins (1971) e Ehrendorfer (1976)
onde constatam que a maioria das angiospermas lenhosas possuem pequenos
cromossomos e com pequenas diferencas de tamanho entre as espécies ou géneros
relacionados.

Sendo que a contagem cromossOmica relatada, € corroborada por outros
autores em trabalhos realizados em outras regides. Pedrosa et. al. (1999), em
estudo realizado em Pernambuco, encontraram para S. terebinthifolius 2n = 28, com
cromossomos pouco contrastados, de tamanho simétrico e citoplasma em geral
bastante corado. A literatura registra contagem prévia com n = 30 para essa espécie
e 2n = 28 em duas outras (FEDOROQV, 1969). Sendo que os resultados propostos no
presente estudo e por Pedrosa et al. (1999) em relacdo a diferengca encontrada com
o estudo anterior (FEDOROV, 1969), parece ser devida a divergéncia na
identificacdo taxonoémica.

Em estudos citogenéticos realizados com espécies da familia Anacardiaceae,
Schinus polygamus apresentou 0 numero soméatico de cromossomos 2n = 28
(SCHNACK & COVAS, 1947), assim como, Schinus molle também apresentou 2n =
28 (OGINUMA et al, 1993). Pedrosa et. al. (1999) analisou duas espécies da familia
Anacardiaceae, Anacardium occidentale (caju) que apresentou 2n = 40 e duas
amostras de Spondias tuberosa (umbu) na qual apresentaram 16 bivalentes em
metafase | de meiose e, uma terceira amostra, cerca de 32 cromossomos em
metafase mitotica.

Os resultados do teste de germinagao indicam que a qualidade das sementes
variam conforme os diferentes acessos coletados no Rio Grande do Sul. Mesmo
com a ocorréncia de germinacdo em quase todos 0s acessos testados, percebe-se

que ha uma grande heterogeneidade na germinacdo entre as comparacbes de
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médias dos diferentes acessos analisados (Artigo 2, Tabela 2 ). Para os testes de
primeira contagem e indice de velocidade de germinacdo, ocorreram resultados
semelhantes ao teste de germinacdo, ou seja, Vverifica-se uma grande
heterogeneidade nos resultados obtidos a partir dos individuos analisados nos 35
acessos. Sendo que para todos os testes, os resultados seguem o mesmo padréo
para as melhores e piores médias, nos respectivos acessos (Artigo 2, Tabela 2).

A germinacdo e a emergéncia das plantulas séo reflexos da qualidade
fisiolégica da semente. Assim, observa-se que lotes de sementes que apresentam
germinacdo semelhante podem exibir comportamento distinto no campo e no
armazenamento. Tais diferencas podem ser explicadas pelo fato de que as primeiras
alteracbes nos processos bioquimicos, associadas a deterioracdo, geralmente,
ocorrem antes que o declinio na capacidade germinativa seja verificado
(DELOUCHE & VIEIRA, 1973).

Para o estudo do efeito de trichoderma na contaminacédo e na germinacao in
vitro das sementes de S. terebinthifolius, utilizando-se a técnica do papel celofane,
observa-se que todos os tratamentos com trichoderma (T1, T2, T3 e T4) inibiram o
crescimento de fungos contaminantes sobre as sementes, observando-se médias de
contaminacdo reduzidas quando comparadas a média do controle (T5),
demonstrando que na auséncia dos antagonistas a contaminacgéo foi alta (Artigo 3,
Tabela 3).

Outras espécies ja foram testadas, e segundo Hilgemberg et al. (2007),
também observaram essa variacdo entre 0s antagonistas Trichoderma 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 producédo dos metabdlitos. Segundo Harman
(2000), muitas espécies estudadas produzem metabdlitos secundarios toxicos, como
antibiéticos 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 patdgeno Botrytis cinerea, demonstrando especificidade entre alguns isolados e
0 patogeno.

N&o foram encontradas diferencas significativas nas médias de germinacao
entre os tratamentos com os isolados de trichoderma e o controle (Artigo 3, Tabela

3). No entanto, para Ozbay et al. (2004), os isolados T22 e T95 de T. harzianum nao
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auxiliaram na emergéncia do tomateiro, mas aumentaram o0 crescimento de
plantulas. Harman (2000) utilizando aplicagcdo de nitrogénio no solo juntamente com
o isolado T-22 de T. harzianum, constatou que inicialmente nao ocorreram
diferencas entre as areas com e sem tratamento, mas na maturidade das plantas de
milho, ocorreu maior diametro de talos, rendimentos de graos e silagem, nas plantas
das éareas tratadas.

Sendo que, para os testes ex vitro, foi verificado diferenca significativa apenas
para a variavel de area foliar, na qual o tratamento com o isolado 2B2 de T.
harzianum, na auséncia de regulador de crescimento Stimulate®, apresentou
melhores resultados. Entretanto, para todas as demais varidveis nao foram
observadas interferéncias, tanto negativa quanto positiva, dos isolados de
trichoderma estudados na presenca ou auséncia de Stimulate®, nos testes de
germinacao e de crescimento das plantas de S. terebinthifolius (Artigo 3, Tabela 4).
Cabe ressaltar que os trés diferentes isolados introduzidos no substrato, onde as
mudas foram produzidas, conseguiram colonizar e sobreviver nas plantas até o final
do ciclo da cultura, em condi¢cdes de campo.

A area foliar pode ser considerada como um indice de produtividade, dada a
importancia dos 6rgaos fotossintetizantes na producédo bioldgica da planta (SCALON
et al., 2003). A luz, por ser fonte primaria de energia relacionada a fotossintese
(CAMPOS & UCHIDA, 2002) e fenbmenos morfogenéticos (TAIZ & ZEIGER, 2004),
€ um dos principais fatores que influenciam o crescimento e o desenvolvimento dos
vegetais, de tal forma que, esse aumento de area foliar promovido pelo isolado 2B2
de T. harzianum pode repercutir no maior crescimento quando analisado em
estadios mais avancados.

Dessa forma, S. terebinthifolius e outras espécies podem se beneficiar da
colonizacdo de suas raizes por Trichoderma spp., como uma consequéncia do
controle de patégenos e a acdo de alguns isolados desse género, como espécie
simbionte. Da mesma forma, segundo Harman et al. (2004), a inducao de resisténcia
por Trichoderma spp. incrementa a expressao de genes relacionados com a defesa

da planta e é similar ao processo de resisténcia adquirida.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, é possivel concluir que o
namero de cromossomos da espécie S. terebinthifolius determinado para 22
acessos coletados no Rio Grande do Sul é de 2n = 28, indicando que ndo ocorre
variabilidade intraespecifica.

Observa-se que a qualidade das sementes variam conforme 0S acessos,
sendo que, os 35 diferentes acessos de coleta da espécie S. terebinthifolius,
apresentam comportamentos heterogéneos quanto as médias das avaliacfes de
porcentagem de germinacao (de 1 a 93,5%), primeira contagem (de 0,25 a 33,25%)
e indice de velocidade de germinacéo (de 0,110 a 11,040), nos testes realizados em
caixas gerbox e usando papel filtro como substrato.

Os resultados referentes a técnica in vitro do papel celofane, mostraram que
os isolados de trichoderma testados, TSM1 e TSM2 de T. viride e 2B2 e 2B22 de T.
harzianum se mostram eficientes na diminuicdo da contaminacdo fungica das
sementes de S. terebinthifolius, e estes, ndo interferem de modo negativo na
germinacao das sementes.

No cultivo ex vitro de S. terebinthifolius, o isolado 2B2 de T. harzianum na
auséncia do regulador de crescimento Stimulate®, apresenta aumento significativo
em relacdo ao crescimento vegetativo de éarea foliar. Nao ha, para as demais
variaveis analisadas, interacdo entre os isolado de trichoderma, tanto na presenca
quanto na auséncia do fitoregulador de crescimento Stimulate®, em relacdo a

gerrminagao e ao crescimento vegetativo.
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APENDICES

Artigo 2

Apéndice A — Resumo da analise de variancia para a primeira contagem (P.C.)
Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F

Tratamentos 34 10467.2634 | 307.8607 7.81**

Residuo 105 4141.2652 39.4406

Total 139 14608.5285

Apéndice B — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinacao
(G)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 34 53891.4103 | 1585.0415 46.29 **
Residuos 105 3595.6395 34.2442
Total 139 57487.0499

Apéndice C — Resumo da andlise de variancia para o indice de velocidade de
germinacao (IVG)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 34 2377.6067 | 3306.6722 7.90 **
Residuos 105 929.0655 8.8482
Total 139 3306.6722
Artigo 3
Apéndice D — Resumo da andlise de variancia para a porcentagem de contaminacao

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 5 3283.6791 | 656.7358 17.47 **
Residuos 27 1014.7406 37.5830
Total 32 4298.4197

Apéndice E — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinacao

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 5 477.4930 95.4986 0.57 NS
Residuos 27 2996.1633 166.4535
Total 32 3473.6562
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Apéndice F — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de emergéncia

(B)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 22.9307 7.6436 | 0.0654 NS
Fitohormonio 1 11.4740 | 11.4740 | 0.0982 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 628.6483 | 209.5494 | 1.7939 NS
Tratamentos 7 663.0530 94.7219
Residuos 88 10279.3484 | 116.8108

Apéndice G — Resumo da analise de variancia para a primeira contagem (PC)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 516.8025 | 172.2675| 1.9709 NS
Fitohormonio 1 37.9374 | 37.9374 | 0.4340 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 159.7328 | 53.2443 | 0.6092 NS
Tratamentos 7 714.4727 | 102.0675
Residuos 88 7691.8109 | 87.4069

Apéndice H — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de sobrevivéncia

(Sob.)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 1454.7714 | 484.9238 | 0.7683 NS
Fitohormonio 1 264.0350 | 264.0350 | 0.4183 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 1370.8379 | 456.9460 | 0.7240 NS
Tratamentos 7 3089.6444 | 441.3778
Residuos 88 55543.4679 | 631.1758
Apéndice | — Resumo da andlise de variancia para o indice de velocidade de
emergéncia (IVE)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 0.0003 0.0001 | 0.1525 NS
Fitohormonio 1 0.0003 0.0003 | 0.4934 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 0.0041 0.0014 | 2.3194 NS
Tratamentos 7 0.0047 0.0007
Residuos 88 0.0520 0.0006
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Apéndice J — Resumo da analise de variancia para o numero de folhas (N° F)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 0.5551 0.1850 | 0.3406 NS
Fitohormonio 1 0.5322 0.5322 | 0.9797 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 0.2569 0.0856 | 0.1576 NS
Tratamentos 7 1.3442 0.1920
Residuos 88 47.8041 0.5432

Apéndice K — Resumo da analise de variancia para o comprimento de caule (CC)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 2.9741 0.9914 | 1.6661 NS
Fitohormonio 1 0.0563 0.0563 | 0.0946 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 2.3636 0.7879 | 1.3241 NS
Tratamentos 7 5.3939 0.7706
Residuos 88 52.3598 0.5950

Apéndice L — Resumo da andlise de variancia para o comprimento de raiz (CR)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 2.7332 0.9111 | 1.4061 NS
Fitohormonio 1 0.0536 0.0536 | 0.0828 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 1.1224 0.3741 | 0.5775 NS
Tratamentos 7 3.9093 0.5585
Residuos 88 57.0169 0.6479

Apéndice M — Resumo da analise de variancia para a massa fresca de folhas (MF F)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 1.5256 0.5085 | 0.6890 NS
Fitohormonio 1 0.6304 0.6304 | 0.8541 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 3.6761 1.2254 | 1.6602 NS
Tratamentos 7 5.8321 0.8332
Residuos 88 64.9511 0.7381
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Apéndice N — Resumo da analise de variancia para a massa fresca de raiz (MF R)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 0.5156 0.1719 | 0.5791 NS
Fitohormonio 1 0.2247 0.2247 | 0.7570 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 1.4456 0.4819 | 1.6237 NS
Tratamentos 7 2.1859 0.3123
Residuos 88 26.1167 0.2968

Apéndice O — Resumo da andlise de variancia para a massa fresca de caule (MF C)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 1.0929 0.3643 | 1.6146 NS
Fitohormonio 1 0.1742 0.1742 7719 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 1.0131 0.3377 | 1.4968 NS
Tratamentos 7 2.2802 0.3257
Residuos 88 19.8544 0.2256

Apéndice P — Resumo da andlise de variancia para a massa seca de folhas (MS F)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 0.6679 0.2226 | 1.3301 NS
Fitohormonio 1 0.0664 0.0664 | 0.3968 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 0.7589 0.2530 | 1.5112 NS
Tratamentos 7 1.4932 0.2133
Residuos 88 14.7296 0.1674

Apéndice Q — Resumo da andlise de variancia para a massa seca de raiz (MS R)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 0.3866 0.1289 | 2.4765 NS
Fitohormonio 1 0.0307 0.0307 | 0.5896 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 0.1674 0.0558 | 1.0725 NS
Tratamentos 7 0.5847 0.0835
Residuos 88 4.5790 0.0520
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Apéndice R — Resumo da analise de variancia para a massa seca de caule (MS C)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 0.3448 0.1149 | 2.2670 NS
Fitohormonio 1 0.0104 0.0104 | 0.2044 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 0.1936 0.0645 | 1.2729 NS
Tratamentos 7 0.5488 0.0784
Residuos 88 4.4620 0.0507
Apéndice S — Resumo da analise de variancia para a area foliar (A. Foliar)

Causas de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Microrganismos 3 643.3198 | 214.4399 | 1.4379 NS
Fitohormonio 1 52.8659 | 52.8659 | 0.3545 NS
Microrganismos x Fitohormonio 3 1737.5566 | 579.1855 3.8837 *
Tratamentos 7 2433.7424 | 347.6775
Residuos 64 9544.4659 | 149.1323
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ANEXOS

Anexo A — S. terebinthifolius em tamanho adulto.
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Anexo D — (A) Montagem do experimento em camara asseptica; (B) Biosystem
Organized Development (BOD); (C) Sementes de S. terebinthifolius em caixas
Gerbox sob luz e temperatura controladas.

Anexo E — Experimento na casa de vegetacao: Fase inicial e fase final.
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Anexo F — Efeito de isolados de trichoderma na contaminacgéo fungica de sementes
de S. terebinthifolius pela técnica in vitro do papel celofane.

Anexo G — Crescimento vegetal de S. terebinthifolius entre os tratamentos com
isolados de trichoderma e o tratamento controle. T9: 2B2; T10: 2B22; T11: controle
(s/ trichoderma); T12: Tricodermil® T13: 2B2 (c/ Stimulate®); T14: 2B22 (c/

Stimulate®); T15: controle (s/ trichoderma e c/ Stimulate®); T16:Tricodermil® (c/
Stimulate®).




