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Resumo: O objetivo do presente trabalho foi avaliar através de ensaios 7 vitro o desen-
volvimento de linhagens de 77ichoderma spp. na presenga de diferentes fontes inorginicas e
orginicas com o intuito de verificar qual influéncia estes materiais possuem sobre a atividade
deste género fungico. O delineamento experimental compreendeu um fatorial 11 x 5, com
trés repetigdes, sendo os fatores representados por a) adigao de diferentes fontes orginicas e
inorganicas ao meio de cultura minimo (com 11 niveis: Testemunha- meio minimo puro;
Lodo de agua; Composto Ecocitrus; Basalto; Carbonatito Trés Estradas; Dacito Itaara; Finos de
Xisto; Fonolito-mineracao Curimbaba; Granodiorito; MBR8; Xisto Retortado) e b) isolados
de Trichoderma spp. (com cinco niveis: CPACT103; CPACT 124; CPACT 450; CPACT 630;
CPACT 647). Foram realizadas avaliacoes didrias do crescimento micelial radial com auxilio
de régua milimetrada, pelo periodo de quatro dias. No 15° dia procedeu-se a estimativa da
concentragdo de esporos em microscépio 6ptico. Verificou-se a existéncia de comportamento
diferenciado entre os isolados de Trichoderma spp. frente as diferentes fontes avaliadas. Os agro-
minerais diminuem a velocidade do crescimento micelial inicial, o qual se iguala ao tratamento
testemunha aos sete dias de incubagao. A maioria dos agrominerais proporciona desempenho
superior a testemunha na esporulagao dos isolados.

Palavras-chave: Agrominerais; Atividade microbiana; Microrganismo de solo.

INTRODUCAO

A produgio agricola no Brasil é consideravelmente dependente da utiliza¢ao de fertili-
zantes. Estes, por sua vez, imprimem custo elevado na produgio e oferecem riscos ao equilibrio
do meio ambiente, principalmente quando sio aplicados de maneira erronea, pois exercem
efeitos deletérios sobre vdrios componentes da biosfera (ARBIETO, 2005; KABATA-PEN-
DIAS, 2001).

O aproveitamento das rochas como fontes restituidoras de nutrientes para as plantas,
recuperadora e renovadora do solo configura uma tecnologia alternativa capaz de auxiliar na
reducio do uso de fertilizantes de elevada concentracio e solubilidade, caso da maioria das

fontes usadas em formulacoes N, P e K (THEODORO, 2000).
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A aplicacio desses materiais no solo influencia a atividade de micro-organismos que, por
sua vez, afetam o potencial produtivo do solo e estiao diretamente relacionados ao seu aprovei-
tamento na agricultura. (NETO; SOUZA, 2000). Os fungos do género Trichoderma spp. sao
micro-organismos de solo, nio patogénicos, habitualmente estudados como agentes de contro-
le biolégico de doengas de plantas e, mais recentemente, como promotores de crescimento das
mesmas (OLIVEIRA, 2012). Possuem vérios mecanismos de fitoestimula¢io, incluindo a ca-
pacidade de solubilizacio e disponibilizacio de nutrientes is plantas (BENITEZ et al., 2004).
Fatores como temperatura, umidade, aeracio, pH e teor de matéria organica influenciam a
sobrevivéncia de 7richoderma no solo (ZUCCHI, 2010).

Pesquisas realizadas no 4mbito do Projeto Xisto Agricola identificaram remineralizado-
res de solos, fontes de macro e micronutrientes com potencial para o desenvolvimento de ma-
trizes fertilizantes, os quais aplicados ao solo podem influir na atividade de micro-organismos
benéficos como os do género Trichoderma spp.

Diante dessas consideragdes objetivou-se neste trabalho avaliar o crescimento micelial e
a esporulagio iz vitro de linhagens de Trichoderma spp., em presenca de diferentes matérias-pri-
mas de origem inorgénica e orginica. Em ultima andlise, buscou-se verificar a influéncia destas
fontes minerais a diferentes linhagens fiingicas do género Trichoderma.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na biofébrica localizada na Estagdo Experimental Cascata
Embrapa Clima Temperado.

Para a condugio deste bioensaio foram selecionadas cinco linhagens de Zrichoderma spp.
(CPACT450; CPACT630; CPACT647; CPACT124; CPACT103) pertencentes a Colecao de
Micro-organismos de Interesse ao Controle Biolégico de Pragas, vinculada 8 Embrapa Clima
Temperado e oriundas de diferentes agroecossistemas da regido Sul do pais. Os isolados foram
submetidos 2 técnica de cultura monospérica, a fim de garantir uniformidade genética.

A constituigao das matérias-primas de origem inorginica é apresentada nas Tabelas 1
e 2. Fontes orginicas (Lodo de dgua proveniente da estagio de tratamento de dgua de Santa
Maria/RS e Composto Ecocitrus) foram inseridas como controles positivos, tendo em vista os
pressupostos de uma maior facilidade de desenvolvimento desta espécie fiingica em presenca
de matéria organica.

Tabela 1 — Composi¢ao dos agrominerais quanto aos teores de elementos maiores

Teores de elementos maiores (%)

Basalto 49,8 12,7 14,0 526 85 25 1,43 0,43 <0.02 0,20 0,004
Carbonatito Trés Estradas 39 05 41 3,23 46,4 <0.01 0,05 3,96 0,07 0,22 0,009
Dacito Itaara 67,5 124 6,0 0,72 22 24 4,63 0,22 <0.02 0,22 <0.002
Finos de xisto 481 129 61 214 47 13 176 0,21 3,26 0,15 0,003
Fonolito - Mineragéo Curimbaba 53,7 214 33 022 13 7,1 8,37 0,07 0,05 0,22 <0.002
Granodiorito 684 139 46 132 28 25 4,08 0,26 0,05 0,08 <0.002
MBR8 475 93 53 53 73 13 176 0,23 10,75 0,13 0,007
Xisto retortado 52,0 115 75 168 22 12 253 0,22 3,30 0,03 0,007
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Tabela 2 — Composi¢ao dos agrominerais quanto aos teores de micronutrientes e elementos traco

Teores de micronutrienetes e elementos trago (ppm)

Basalto 398 33,0 04 540 <05 <05 <01 <0.01 211 0,9
Carbonatito Trés Estradas 13,6 9,9 0,5 24,0 32 <05 0,2 <0.01 14,7 129
Dacito Itaara 84 218 1.1 50,0 0,9 25 0,2 <0.01 2,4 4,2
Finos de xisto 14,1 399 69 1020 20 258 0,7 0,43 13,9 17,5
Fonolito - Mineragdo Curimbaba 0,6 1,4 2,6 131,0 0,6 41 0,3 <0.01 1,1 247
Granodiorito 8,0 7,9 0,2 64,0 <05 <05 <01 <0.01 44 55
MBR8 236 58,9 10,1 77,0 1,1 298 0,5 0,40 16,5 34,0
Xisto retortado 21,2 53,7 9,1 85,0 24 293 04 0,21 22,0 23,8

O meio de cultura utilizado como testemunha e como base para a inser¢iao das maté-
rias-prima em avaliagdo foi o meio Minimo (PONTECORVO et al., 1953), constituido por:
6g NaNO,, 1,52¢ KH PO, 0,52g MgSO,7H,0, 0,52g KCl, 0,01g FeSO,, 0,01g ZnCl,, 10g
glicose, 15g Agar e 1000 mL dgua destilada.

Diferentemente dos demais agrominerais e fontes orginicas, a matéria-prima xisto re-
tortado possui pH 4cido (4,0) que interfere na solidificacio de meios de cultura contendo
dgar. Antes da autoclavagem ajustou-se o pH para 6 com NaOH 1 N. Todos as demais fontes
organicas ou inorganicas foram empregadas com o pH original, varidvel de 6,0 2 9,0. As fontes
orginicas e os agrominerais foram inseridos na concentracio de 10 g.L" de meio e, posterior-
mente, autoclavados a 121°C pelo periodo de 20 minutos.

Disco de cinco milimetros de didmetro de cada cultura fingica foi repicado para o
centro de placas de Petri contendo o meio minimo solidificado agregado dos agrominerais ou
fontes organicas (10 mL/placa). As placas foram vedadas com Parafilm® e incubadas em BOD,
a 25°C, no escuro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 11 x 5, com trés epeticoes, sendo os fatores representados a) adi¢ao de diferentes fontes
orginicas e inorginicas ao meio de cultura (com 11 niveis: Testemunha-meio minimo puro;
Lodo de dgua; Composto Ecocitrus; Basalto; Carbonatito Trés Estradas; Dacito Itaara; Finos de
Xisto; Fonolito-mineracao Curimbaba; Granodiorito; MBR8; Xisto Retortado) e b) isolados
de Trichoderma spp. (com cinco niveis: CPACT103; CPACT 124; CPACT 450; CPACT 630;
CPACT 647).

As avaliagoes da interferéncia no crescimento micelial foram realizadas por meio de me-
digoes didrias do didmetro das colénias fiingicas, com auxilio de régua milimetrada, em dois ei-
x0s ortogonais, iniciadas apds 24 horas de incubacio, e perduraram por quatro dias, momento
em que ocorreu a colonizagio total da superficie do meio de cultivo no tratamento testemunha.

Ap6s 15 dias de incubagio procedeu-se a estimativa da concentracio de esporos fingi-
cos. Trés discos de micélio (5 mm de didmetro) foram retirados de cada repeticio e transferi-
dos para frasco do tipo penicilina, contendo 9 mL de dgua estéril. Ap6és homogeneizagio do
conteddo em agitador tipo vortex, aliquota de 20 pL foi imediatamente retirada, com auxilio
de uma micropipeta, e transferida para cimara de Neubauer, a fim de proceder a contagem do
ndmero de esporos em microscépio 6tico no aumento de 400X. Os dados foram submetidos a
andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As médias de crescimento micelial radial dos cinco isolados de Trichoderma spp. estao
expressas na Tabela 3. Verificou-se crescimento micelial diferenciado dos isolados fingicos
em presenca das fontes orginicas e dos agrominerais avaliados. Muito embora o compos-
to Ecocitrus e o lodo de dgua sejam compostos por matéria orginica, o composto Ecoci-
trus apresentou crescimento compardvel ao do tratamento testemunha independentemente
do isolado, porém o Lodo de dgua proporcionou um retardo no crescimento do isolado
CPACT450 na ordem de 37%.

Os agrominerais xisto retortado e finos de xisto apresentam carbono orginico em sua
constitui¢ao, muito embora resultados significativamente inferiores, da ordem de 32% e 36%,
foram obtidos para os isolados CPACT 450 e CPACT 647 na presenca de xisto retortado, res-
pectivamente, em relagdo ao tratamento testemunha e composto Ecocitrus (Tabela 3). Percebe-
-se que o fino de xisto apresenta carbono mais ldbil e, portanto, mais facilmente utilizdvel pelos
micro-organismos (estruturas alifdticas), enquanto o xisto retortado tem maior propor¢io de
estruturas aromdticas, o que poderia explicar, a0 menos parcialmente, o desempenho inferior
do xisto retortado frente aos dois isolados.

Todos os demais agrominerais avaliados resultaram em crescimento inferior 2 testemu-
nha no quarto dia de avalia¢io, a exce¢ao dos agrominerais MBRS8, Granodiorito, Dacito Itaara
e Carbonatito Trés Estradas (CPACT 124) e MBRS8 e Fonolito Curimbaba (CPACT 630).
Embora tenha-se detectado retardo no crescimento micelial para os demais isolados fingicos
avaliados, todos apresentaram crescimento igualdvel ao do tratamento testemunha ao final de
sete dias de incubagao.

Nota-se que 0 CPACT 124 e o CPACT 630 apresentaram comportamento satisfatério
na maioria das fontes em avaliagdo, diferentemente dos demais isolados, que se mostraram
sensiveis até o quarto dia de avaliagao frente as diferentes matrizes (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito in vitro de diferentes agrominerais e fontes orginicas sobre o crescimento micelial de
cinco isolados de Trichoderma spp. apés quatro dias de incubagio.

Diametro médio da col6nia (cm)

als Isolados de Trichoderma spp. (CPACT)
Fontes organicas e

inorganicas 103 124 450 630 647
Basalto 6,98 bc A 337 b C 327 cd C 510 ¢ B 392 ef C
Carbonatito Trés Estradas 6,40 cd B 8,00 a A 2,55 D 39 d C 378 f C
Composto Ecocitrus 800 a A 800 a A 8,00 A 800 a A 762a A
Dacito Itaara 7,23 abcB 8,00 a A 3,88 D 800 a A 473 cde C
Finos de xisto 800 a A 8,00 a A 8,00 A 800 a A 8 a A
Fonolito Curimbaba 590 d B 402 b C 342 cd C 748 a A 378 f C
Granodiorito 6,50 cd B 8,00 a A 327 cd D 630 b B 4,22 def C
Lodo de agua 7,42 ab AB 8,00 a A 500 b C 800 a A 67 b B
MBRS 6,80 bc B 8,00 a A 378 ¢ D 800 a A 505cd C
Testemunha 800 a A 8,00 a A 800 a A 800 a A 8 a A
Xisto retortado 800 a A 800 a A 545 b B 800 a A 513 c B

Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas e mailsculas nas linhas nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%
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Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas e maidsculas nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

A esporula¢io média dos cinco isolados de Trichoderma spp. estiao apresentadas na Ta-
bela 4. Verificou-se a existéncia de comportamento diferencial conforme os isolados avaliados
frente aos diferentes agrominerais. A grande maioria dos agrominerais proporcionou desem-
penho superior em relagio ao tratamento testemunha, com destaque para Carbonatito Trés
Estradas (CPACT 124), MBR8 (CPACT 103), xisto retortado (CPACT 124), granodiorito
(CPACT 103), com incremento da ordem de 735%, 291%, 202% e 178%, respectivamen-
te. Fonolito Curimbaba reduziu significativamente a esporulagao do isolado CPACT 103 na
ordem de 81%. Possivelmente o comportamento do Fonolito se deve aos teores elevados de
s6dio (Tabela 1). Soma-se a isto o fato de existir a possibilidade de estar-se avaliando diferentes
espécies de Trichoderma, sendo esta premissa atribuida ao comportamento diferenciado dos
referidos isolados em presenga das matérias-primas (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito in vitro de diferentes agrominerais e fontes organicas sobre a esporulagao de cinco
isolados de Trichoderma spp. apés 15 dias de incubagio.

Esporos (mL™ x 10°)

Fontes organicas e IsoladosdeTnchodgrme}§pp(CPACT)

inorganicas 103 124 450 630 647
Basalto 19,62 bc A 111 b B 118 a B 227 a B 18 cd B
Carbonatito Trés Estradas 14,45 cd A 1065 a A 055 a B 163 a B 112 cd B
Composto Ecocitrus 2543 b A 8,11 ab BC 794 a BC 207 a C 1081 ab B
Dacito Itaara 14,52 cd A 197 b B 133 a B 161 a B 059 d B
Finos de xisto 14,66 cd A 2,53 ab BC 764 a ABC 084 a C 9,04 abc AB
Fonolito Curimbaba 1,74 A 055 b A 116 a A 25 a A 156 cd A
Granodiorito 2506 b A 2,98 ab B 047 a B 201 a B 208 cd B
Lodo de agua 12,36 cd A 0,99 ab B 123 a B 038 a B 2,03 cd B
MBR8 3534 a A 252 b B 207 a B 557 a B 296 bcd B
Testemunha 9,03 de A 127 b B 356 a AB 6,37 a AB 4,74 bcd AB
Xisto retortado 2397 b A 385 ab C 245 a C 854 a BC 141 a B

Médias seguidas de mesmas letras mintsculas nas colunas e mailsculas nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Médias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas e maidsculas nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

CONCLUSOES

Existe comportamento diferenciado em relagio ao crescimento micelial e esporulagao de
isolados de Trichoderma spp. frente aos agrominerais e fontes organicas avaliadas. Os agromi-
nerais diminuem a velocidade do crescimento micelial inicial, o qual se iguala ao tratamento
testemunha aos sete dias de incubagao. A maioria dos agrominerais proporciona desempenho
superior a testemunha na esporulagao dos isolados, com destaque para Carbonatito Trés Es-
tradas (CPACT 124), MBR8 (CPACT 103), Xisto Retortado (CPACT 124), Granodiorito
(CPACT 103).
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