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RESUMO

INFLUENCIA DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Trichoderma spp. NO
DESENVOLVIMENTO DE FUNGOS VEICULADOS PELAS SEMENTES E NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE ARROZ IRRIGADO

Autor: Lucas Bonorino Martini
Orientadora: Prof2. Dra. Luciana Zago Ethur

Local e data: Itaqui, 28 de novembro de 2011.

O cultivo do arroz requer alguns cuidados fitossanitarios, como o uso de fungicidas
no tratamento de sementes, porém, o tema ainda gera muitas duvidas, no que se
refere as estratégias para justificativa econémica do seu uso. As sementes de arroz
sdo degradadas por ampla diversidade de patégenos que interferem no vigor e na
germinacdo das mesmas. O fungo Trichoderma spp. tem sido utilizado no
tratamento de sementes de varias culturas comerciais com fins sanitarios e de
desenvolvimento de plantas. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a
interferéncia de metabdlitos secundéarios de Trichoderma spp. no desenvolvimento
de fungos veiculados pelas sementes e na germinacdo de sementes de arroz
irrigado. Para isso foram utilizados dois isolados (T11 e TM1) de Trichoderma spp. e
realizados os testes e experimentos: isolamento de fungos das sementes de arroz
irrigado; interferéncia de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. no
desenvolvimento de fungos veiculados pela semente de arroz; teste de assepsia
utilizando diferentes tempos de imersdo das sementes em hipoclorito de sédio e de
germinacdo das sementes de arroz irrigado e a interferéncia de metabdlitos ndo
volateis de Trichoderma spp. na germinacdo de semente de arroz. Como resultados
foram encontrados os fungos Fusarium spp., Penicillium spp. e Bipolaris oryzae nas
sementes de arroz e ocorreu interferéncia dos metabdlitos ndo volateis dos dois
isolados de Trichoderma spp. no desenvolvimento micelial dos fungos Fusarium e
Bipolaris oryzae. O teste de assepsia mostrou que o tempo ideal de imersdo no
hipoclorito de sédio foi de 15 min e que os metabdlitos secundarios dos isolados de
Trichoderma spp. néo interferiram na germinacdo das sementes. Portanto, o0s

metabdlitos secundarios liberados pelos isolados de Trichoderma spp. testados



interferem no desenvolvimento dos fungos Fusarium e Bipolaris oryzae veiculados

pelas sementes de arroz e néo interferem na germinagao da mesmas.

Palavras-chave: Oryza sativa L., micobiota de sementes, antibiose.



ABSTRACT

INFLUENCE OF SECONDARY METABOLITES OF Trichoderma spp. IN THE
DEVELOPMENT OF FUNGI ASSOCIATED THE SEEDS AND GERMINATION
OF SEEDS OF IRRIGATED RICE
Author: Lucas Bonorino Martini
Advisor: Dra. Luciana Zago Ethur

Place and date: Itaqui, November 28, 2011.

The cultivation of rice plant requires some care, as the use of fungicide seed
treatment, but the subject still raises many questions, regarding the strategies for
economic justification of its use. Rice seeds are degraded by a wide variety of
pathogens that interfere with vigor and germination. Trichoderma spp. has been used
to treat seeds of various crops for medical purposes and development of plants. The
objective of research was to assess the interference of secondary metabolites of
Trichoderma spp. the development of fungi transmitted by seeds and germination of
rice. For this we used two strains (TI11 and TM1) of Trichoderma spp. and conducted
tests and experiments, isolation of fungi from the seeds of rice; interference from
non-volatile metabolites of Trichoderma spp. the development of fungi transmitted by
rice seed; testing aseptic immersion times using different seeds in sodium
hypochlorite and germination of rice and interference from non-volatile metabolites of
Trichoderma spp. germination of rice seed. As results were found fungi Fusarium
spp., Penicillium spp. and Bipolaris oryzae in rice seed and there was no interference
of volatile metabolites from two isolates of Trichoderma spp. the mycelial growth of
Fusarium and Bipolaris oryzae. The test showed that the aseptic ideal time of
immersion in sodium hypochlorite was 15 min and the secondary metabolites of
Trichoderma spp. did not interfere in seed germination. Therefore, secondary
metabolites released by Trichoderma spp. tested affect the development of fungi
transmitted by rice seeds (Fusarium and Bipolaris oryzae) and do not affect the

germination of rice seeds.

Keywords: Oryza sativa L., mycobiota seeds, antibiosis.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa, L.) € um dos alimentos mais importantes para a
nutricdo humana, sendo a base alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas no
mundo. E o segundo cereal mais cultivado no mundo, ocupando area aproximada de
158 milhdes de hectares. A producédo de cerca de 662 milhdes de toneladas de
gréaos e em casca corresponde a 29 % do total de graos usados na alimentacéo
humana (SOSBAI, 2010).

A sanidade € um dos limitantes para o cultivo do arroz. A integracdo de
resisténcia a doencas com a aplicacdo de fungicidas permitiu aumento de até 28%
na produtividade do arroz, podendo resultar em produtividades superiores a de
3.000kg/ha (PRABHU, 1995), porém a quantidade e diversidade dos agroquimicos
utilizados nas lavouras de arroz causam impacto ambiental.

A preocupacao sobre o efeito na saude humana e na contaminag¢do ambiental
associada com o uso excessivo de fungicidas no controle de doencas de plantas,
assim como o aparecimento de populacbes de fitopatdgenos resistentes, tem
contribuido no aumento do interesse em alternativas como o uso do controle
bioldgico (SILVA J. B. T.; MELLO S. C. M., 2007). O tratamento de sementes com
fungicidas reduz o ino6culo inicial de patdégenos, controlando a infeccdo primaria,
aumentando o vigor e o estande de plantulas. Porém, as opcdes de fungicidas
registrados sdo poucas, apresentam baixa atividade residual, e ocorre controle
deficiente quando a pressao de inéculo é elevada no campo (SILVA-LOBO, 2008).

A importancia da patologia de sementes decorre da eficiéncia dos métodos de
tratamento de sementes desenvolvidos e utilizados, de modo a evitar que a semente
infectada leve os patdgenos para as areas de cultivo. A finalidade do controle é
evitar a transmissdo semente-plantula e manter na lavoura uma intensidade de
doenca abaixo do limiar de acdo. O limiar de acéao € aquela incidéncia da doenca na
qual as medidas de controle devem ser implementadas para evitar que o limiar de
dano econdmico seja alcancado (REIS e CARMONA, 2001).

Os testes de sanidade de sementes também podem esclarecer as causas da
baixa germinacdo, comum em amostras com elevados indices de infecgcdo. Um
exemplo tipico dessa situacéo é fornecido pelo DIACOM (diagndéstico completo) que
esclarece a baixa germinacdo de sementes de soja (Glycine max L.) nos testes de

germinacdo em laboratério, quando estas estdo com altos indices de Phomopsis



spp. (HENNING e FRANCA NETO, 1980, 1984). J& na cultura do arroz irrigado ndo
consta pesquisas direcionadas nesta linha para diagnosticar o nivel de dano
causado por fungos na espermosfera das sementes.

As sementes sdo degradadas por ampla diversidade de patdégenos que
interferem no vigor e na germinagcdo das mesmas. Um dos agentes de biocontrole
que é atualmente utilizado no tratamento de sementes de culturas comerciais € 0
fungo do género Trichoderma spp. Porém, existem poucas pesquisas com relacdo
ao uso desse fungo na cultura do arroz.

Trichoderma spp. apresenta amplitude de acdo no antagonismo a fungos.
Esses microrganismos sdo atoxicos ao homem e aos animais e de custo acessivel.
N&o sdo produzidos de um recurso natural limitado, mas da multiplicacdo de
microrganismos ilimitados na natureza. Além dos ja conhecidos efeitos de
Trichoderma spp. no controle de patdgenos de plantas, certas linhagens podem ter
efeito estimulatério direto no crescimento e no florescimento de plantas horticolas
(BAKER, 1989).

Isolados de Trichoderma spp. exibem variabilidade entre as linhagens com
relacdo a atividade de biocontrole, interferéncia na germinagédo e desenvolvimento
das plantas cultivadas e adaptabilidade ecolégica e ambiental (SILVA, 2000).

Diante do exposto, este trabalho teve o objetivo de avaliar a influéncia de
metabdlitos secundarios de Trichoderma spp. no desenvolvimento de fungos

veiculados pelas sementes e na germinacéo de sementes de arroz irrigado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trichoderma spp.

O género Trichoderma pertencente a Ordem Hypocreales e € representado
por fungos ndo patogénicos, que sdo habitantes do solo e que exercem antagonismo
a varios fitopatdogenos, através do parasitismo e/ou antibiose, bem como, por
hiperparasitismo (BERGAMIN FILHO et al., 1995)

Trichoderma spp. € um promissor agente de biocontrole. Segundo MELO
(1998 apud ETHUR et al.,, 2001) Trichoderma spp. € um fungo natural do solo
encontrado especialmente em solos orgéanicos, que pode viver saprofiticamente ou
parasitando outros fungos.

Uma das formas de acdo de Trichoderma spp. quando do tratamento de
sementes € por antibiose. Antibiose que € definida como uma interacdo entre
organismos, na qual um ou mais metabdlitos, produzidos por um organismos, tém
um efeito danoso sobre o outro (BETTIOL, 1991). Usualmente, ocorre inibicdo no
crescimento e/ou na germinacgdo, podendo ser letal ao hospedeiro. O metabdlito
produzido por antagonistas podem penetrar na célula e inibirem sua atividade por
toxicidade quimica.

A producdo de metabdlitos pode resultar na completa lise e dissolugdo da
estrutura celular e independe do contato fisico entre os microrganismos. Grande
parte dos microrganismos envolvidos no controle biolégico atua através de antibiose
(BETTIOL, 1991).

Os metabolitos produzidos pode ser volateis e ndo-volateis. Dos antibiéticos
produzidos por Trichoderma spp. BASTOS (1991) cita gliotoxina, viridina e
trichodermina, como substancias capazes de inibir o desenvolvimento de outros

fungos.

2.1.1 Tratamento de sementes com Trichoderma spp.

O emprego de produtos sintéticos, de elevados custos e riscos ambientais,
para o controle fitossanitario das mais diversas doencas, tém se mantido em
evidéncia devido a resposta rapida que proporciona, bem como por nado exigir
conhecimento do patossistema envolvido. Na busca por alternativas para estes

produtos se encontra 0s extratos vegetais e o controle biolégico, que sao



alternativas de interesses econdmicos e ecoldgicos bastante promissores. Os
extratos vegetais e 0leos essenciais tém sido fonte de inUmeras pesquisas que
ressaltam sua eficiéncia (SOUZA et al., 2002)

Outra alternativa ao uso de produtos quimicos, é a utlizacdo de
biopreparados contendo estruturas de propagacdo do fungo Trichoderma spp.,
saprofita e habitante de solo, que tem se mostrado eficiente por atuar como
antagonista de alguns fitopatdégenos, podendo ainda ser utilizado como estimulador
direto do crescimento e florescimento de plantas (BAKER, 1989).

O produto Trichodermil (Principio ativo: conidios de Trichoderma harzianum,
concentracdo: 2 x 10° conidios viaveis mL™ ) testado em tratamento de sementes,
nas doses de 80 e 120 mL 100 kg-1 de forma isolada e em todas as doses com
adicdo do fertilizante organomineral, apresenta efeito adicional no estande de

plantas de arroz irrigado semeado em época antecipada (MARIOT et al., 2009)

2.1.2 Metabodlitos de Trichoderma spp.

Metabolitos antifungicos, muitas vezes, sdo produzidos por microrganismos
que sobrevivem no solo, principalmente fungos, bactérias e actinomicetos, e
exercem um grande papel no antagonismo entre microrganismos (MELO, 1991).
Dentre os fungos que possuem informacéo genética para a producéo de substancias
inibidoras, antibiéticas ou ndo, destacam-se o0s géneros Trichoderma e Penicillium

A producdo de metabdlitos toxicos por espécies de Trichoderma foi
primeiramente observada por WEINDLING (1934), que determinou haver difusdo do
principio letal em hifas jovens. As espécies de Trichoderma também produzem
exoglucanases e endoglucanases, celobiase e quitinase, que sao enzimas
importantes na degradacdo e na lise da parede celular de fungos fitopatogénicos
(RIDOUT et al., 1988; PAPAVIZAS, 1985; ELAD et al., 1982).

2.2 Importéncias do arroz
O arroz é uma graminea anual importante cultura agricola, sendo o Rio
Grande do sul o maior produtor do Brasil, responsavel por 58,9% da producgéo

nacional, (IBGE, 2006). Na cultura do arroz as doencas fangicas podem causar



perdas que geram instabilidade na produtividade da lavoura, reduzindo em média 10
a 15% do potencial de producéo (BALARDIN, 2003).

E amplo o nimero de fungos que se encontram associados as sementes de
arroz, sendo a maioria deles patogénicos a cultura Entretanto, existem alguns que
se destacam em importancia econbmica e por isto devem ser perfeitamente
identificados nos lotes de sementes. Para que se possa identificar com precisao
quais 0s microrganismos patogénicos envolvidos, deve-se dispor de um método
adequadamente seguro.

Como consequéncia desta padronizacdo, destaca-se a introdugcéo do teste
sanitario nos laboratérios de andlise de sementes, como teste rotineiro,
caracterizando de um modo mais exato a qualidade dos lotes de sementes
distribuidas aos agricultores (AMARAL et al, 1985).

Atualmente, o tratamento de sementes com fungicidas, na cultura do arroz
irrigado, é uma ferramenta de manejo largamente utilizada nas lavouras. Porém, o
tema ainda gera muitas duvidas, no que se refere as estratégias para justificativa
econbmica do seu uso e, poucos trabalhos séo realizados em nivel de campo. Para
o entendimento da resposta da cultura ao tratamento sementes € necessario
conhecer as relacdes fisiolégicas da germinacdo frente ao sistema patdgeno-
ambiente (GROHS et al, 2011).



3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
Universidade Federal do Pampa — Campus Itaqui, entre o periodo de agosto a
outubro de 2011.

Para a realizagdo dos experimentos utilizaram-se sementes de arroz irrigado
IRGA 424 e PUITA INTA CL safra 2010/11 e para o tratamento das sementes de
arroz para o experimento relacionado com a germinagéo foi utilizado o fungicida
MAXIM XL®. Os lotes de semente e o fungicida foram doados pela empresa
Comeércio Importacdo e Exportacdo de Produtos Agropecuéarios LTDA - CIAGRO,

que é produtora de sementes no municipio de Itaqui/RS.

3.1 Isolados de Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados para desenvolver a pesquisa
foram: TI1 — isolado do solo de Itaqui e TM1 isolado do solo de Magambara, que
foram retirados de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum através do método de
iscas e selecionados em experimentos in vitro, conforme Fipke (2010).

3.2 Fungos da espermosfera de sementes de arroz irrigado

Os fungos veiculados pelas sementes foram isolados das amostras de
sementes doadas pela empresa. As sementes foram colocadas em placas de petri
contendo meio de cultura do tipo BDA (Batata, Dextrose e Agar) e as placas foram
colocadas em camara climatizada, com temperatura de 25 °C = 1 °C, umidade
relativa de 70% e fotoperiodo de 12 horas luz. Ap6s 5 dias, os fungos de que se
desenvolveram a partir das sementes foram repicados para placas de petri contendo

meio de cultura do tipo BDA, para ter-se cultura pura.

3.3 Interferéncia de metabdlitos n&o volateis de Trichoderma spp. no
desenvolvimento de fungos veiculados pela semente de arroz
A antibiose é uma das formas de antagonismo de Trichoderma spp. contra

outros fungos, sendo que os metabdlitos secundarios podem ser do tipo volateis e
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nao volateis, no caso do trabalho proposto trabalhou-se apenas com os metabdlitos
nao volateis. Para isso, foi utilizado o teste do papel celofane (ETHUR, 2002).

Foi colocado um disco do tamanho da placa de petri, de papel celofone
poroso do tipo torséo (permite a passagem dos metabdlitos secundarios para o meio
de cultura) sobre o meio de cultura do tipo BDA. Posteriormente foi colocado um
disco contendo micélio e esporos dos isolados TI1 e TM1 de Trichoderma spp., de 6
mm de diametro, sobre o papel celofane, na regido central da placa.

As placas de petri foram colocadas em camara climatizada, por 48h, com
temperatura de 25 °C + 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12 horas luz.
Apés, o disco foi retirado juntamente com o papel celofane e descartados em um
recipiente contendo alcool, para que ndo ocorresse nenhum tipo de contaminacgao
no meio de cultura. Em seguida foi inserido no centro da placa, sobre os metabdlitos
nao volateis de Trichoderma spp. um disco, do tamanho de 6 mm, dos fungos
retirados das sementes. A avaliacdo ocorreu depois de sete dias e constou do

diametro dos micélios dos fungos retirados das sementes (FIGURA 1).

1* Etapa
Colocacao do Celofane
em meio BDA

Papel Celofane

2* Etapa
Insergdo do Tnchoderma Tnchoderma BOD 48 HO[aS
3* Etapa Descarte em
Retirada do Celofane com Metabdlitos . Alcool 100%
o Tnchoderma
4* Etapa

Insergdo dos fungos retirados
das sementes de arrroz

Fungos

5 Etapa
Avaliagdo. didmetro de micélio
medicdo com paquimetro

000 ®

FIGURA 1 — Esquema mostrando as etapas do teste do celofane.



O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2 (Metabolitos ndo volateis de dois isolados de Trichoderma spp.) x 3 (Fusarium
spp.; Bipolaris oryzae; Penicillium spp.). Foi desenvolvido um tratamento testemunha
que constou do crescimento do micélio fungico em meio de cultura sem o0s

metabolitos de Trichoderma.

3.4 Teste de germinacao de sementes de arroz

O teste de germinacéo foi efetuado seguindo-se a orientacdo prescrita pelas
“‘Regras para Analise de Sementes” (BRASIL, 1992). Utilizaram-se 200 sementes de
cada uma das cultivares IRGA 424 e PUITA INTA CL, em quatro repeticdes de 50
sementes cada, semeadas sobre duas folhas de tamanho 28 x 38 cm de papel para
germinacdo esterilizado e umedecido com &gua destilada e esterilizada.
Posteriormente, foram colocados no germinador em posicao vertical sob
temperatura de 20 °C + 1 °C, umidade de 70 % e fotoperiodo de 12 horas luz,
conforme BRASIL (2009).

A avaliagcdo do numero de sementes germinadas ocorreu apés oito dias. A
germinacao de sementes foi avaliada como sendo o desenvolvimento das estruturas
essenciais do embrido, demonstrando sua aptiddo para produzir uma planta normal

sob condic6es favoraveis de campo (BRASIL, 2009).

3.5 Teste de assepsia das sementes de arroz

A presenca de microrganismos nas sementes pode inviabilizar experimentos
gue necessitam da sua germinacdo em meio de cultura. E durante o periodo das
realizacGes das praticas desse trabalho, observou-se a necessidade de usar algum
método para desinfestacdo das sementes, porque os fungos veiculados pelas
sementes estavam se desenvolvendo e assim inviabilizando a germinagao e
sanidade ideal para o trabalho.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e cinco repeticbes. Foram utilizadas sementes de arroz irrigado da
cultivar PUITA INTA CL, sendo que cada tratamento constou de 45 sementes, com
cinco repeticoes de 9 sementes em cada placa. As sementes passaram pela

imersdo em alcool 96 °GL (por 1 min), hipoclorito de sédio (2 % de cloro ativo), trés



recipientes contendo agua destilada e esterilizada (por 1min cada) e foram deixadas
para secar sobre papel filtro esterilizado, em cémara de fluxo laminar. Os
tratamentos constaram de diferentes tempos de imersdo das sementes de arroz no
hipoclorito de sodio: T1- 1 min, T2- 5 min, T3- 10 min, T4- 15 min e T5- 30 min. O
tratamento considerado testemunha foi o de 1min por ser esse o tempo geralmente
indicado para testes de assepsia (FIGURA 2).

Aledol 36" GL - Hipoclaorito H:0 D stilada
de= S-:ndu:h
OX X | . "}
1min 1min 1minem cada
Aledol 36" GL Hipoclaorito H:0 Destilada
de Sadia
1min S min Tminem cada
Aledol 36" GL Hipoclaorito H:0 Oestilada
de Sadia
| 1
T3
1 min 10 mim Tmin em cada
Aledol 36" GL Hipoclaorito H:0 Degtllada
de Sndln:- _
1min 15 min Tminem cada
Alzdol 36° GL Hipoclorita H:0 Destilada
-:Ie Sadia
1min 30 min Tminem cada

FIGURA 2 — Esquema demonstrando o método de assepsia usado para a

desinfestacdo das sementes de arroz.

Posteriormente, as sementes foram colocadas em placas de petri contendo
meio de cultura do tipo BDA + Cloranfenicol e as mesmas foram colocadas em
camara climatizada do tipo BOD, sob temperatura de 20 °C + 1 °C, umidade relativa

de 70 % e fotoperiodo de 12 horas luz, durante oito dias.



A avaliacdo do experimento constou do numero de sementes germinadas e
ndo contaminadas, nimero de sementes germinadas e contaminadas, numero de
sementes ndo germinadas e contaminadas e numero de sementes ndo germinadas

e ndo contaminadas.

3.6 Interferéncia de metabdlitos nédo volateis de Trichoderma spp. na
germinacdo de semente de arroz.

Foi colocado um disco nas dimensdes da placa de petri, de papel celofone
poroso sobre o meio de cultura BDA. Posteriormente foi colocado um disco contendo
micélio e esporos dos isolados TI1 e TM1 de Trichoderma spp., de 6 mm de
didametro, sobre o papel celofane, na regido central da placa.

As placas de petri foram colocadas em camara climatizada, por 48h, com
temperatura de 25 °C + 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12 horas luz.
Posteriormente, o disco contendo Trichoderma foi retirado juntamente com o papel
celofane e os mesmos foram descartados.

Sobre 0 meio de cultura contendo apenas os metabdlitos ndo volateis dos
isolados de Trichoderma foram inseridos no centro da placa nove sementes de arroz
tratadas com o fungicida MAXIN XL®, na dose de 150 mL PC/100 kg de sementes.
Esse fungicida ndo é recomendado para a cultura do arroz irrigado, porém é
utilizado na regido da Fronteira Oeste. As cultivares usadas foram IRGA 424 e
PUITA INTA CL (FIGURA 3).

FIGURA 3 — Disposicdo das sementes de arroz sobre os metabdlitos ndo volateis de
Trichoderma spp.



As placas de petri permaneceram na camara climatizada por 8 dias, quando
foi realizada a avaliacdo que constou do nimero de sementes germinadas por placa.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com experimento
fatorial 2 (cultivares de arroz) x 2 (metabdlitos secundarios de dois isolados de

Trichoderma), com 6 tratamentos e 5 repeticoes.

3.7 Analise estatistica

Os dados percentuais originais foram transformados em arco seno da raiz
quadrada de x/100. Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Foi utilizado o

programa estatistico ASSISTAT.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fungos isolados das sementes de arroz irrigado

Os fungos isolados das sementes de arroz irrigado segundo BARNETT (1998)

foram os seguintes: Fusarium spp., Penicillium spp e Bipolaris oryzae. (FIGURA 4)

FIGURA 4 - Fungos isolados das sementes de arroz. 1 - Fusarium spp.; 2 -

Penicillium spp.; 3 - Bipolaris oryzae.

4.2 Interferéncia de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. no
desenvolvimento de fungos veiculados pela semente de arroz

De acordo com os resultados, os metabdlitos de Trichoderma spp. inibiram
significativamente o desenvolvimento micelial dos fungos Fusarium spp. em até 94%
e Bipolaris oryzae em até 78%, porém nao interferiram no desenvolvimento de
Penicillium spp. (TABELA 1).



TABELA 1 — Desenvolvimento micelial (cm?) de fungos retirados de sementes de
arroz irrigado, crescendo sobre metabdlitos ndo volateis de isolados de
Trichoderma spp.

Tratamentos Fusarium spp. Bipolaris oryzae Penicillium spp.
(cm?) (cm?) (cm?)

Metabdlitos ndo 0,77*b 0,36 b 0,65 a
volateis do

isolado TI1

Metabdlitos ndo 0,36 b 0,36 b 1,03 a
volateis do

isolado TM1

Testemunha 6,62 a 1,63 a 1,77 a

CV % 50,8 31,74 59,5

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

Isolados de Trichoderma spp. obtidos de tomateiros, alface, e fumo,
apresentam inibicdo a Sclerotina sclerotiorum com 94, 93 e 86 % de eficacia,
respectivamente sendo sugerido pelo autos que o principal mecanismo de acéo foi a
antibiose (ETHUR et al 2001).

4.3 Teste de germinacdo de sementes de arroz

Para o teste de germinagcdo de sementes de arroz observou-se que a cultivar
IRGA 424 apresentou 92,5% e a cultivar PUITA INTA CL apresentou 94,5% de
germinacdo. Portanto, as sementes apresentaram indices de germinacdo

considerados satisfatérios para o desenvolvimento dos experimentos.

4.4 Teste de assepsia das sementes de arroz

A avaliacdo para esse teste foi com relacio ao numero de sementes:
germinadas e contaminadas, germinadas e ndo contaminadas, ndo germinadas e
contaminadas e ndo germinadas e ndo contaminadas, por tratamento.

Observou-se que para as sementes germinadas e ndo contaminadas nao
ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos, porém para nao
germinadas e ndo contaminadas o tempo de assepsia de 30 minutos em hipoclorito
de sodio ocasionou um aumento significativo de até 36% quando comparado com 0s

demais (TABELA 2). Assim, o tempo de exposi¢cdo de 30 minutos ao hipoclorito de



sédio interferiu na germinacdo de sementes de arroz, ndo sendo indicado para
assepsia das sementes. De acordo com Ribeiro (2008) a utilizagdo de hipoclorito de
sodio por dez minutos como forma de assepsia reduz o processo de germinacéo de

sementes de arroz e diminui a perda de agua.

TABELA 2 — Germinacdo e contaminagao (%) de sementes de arroz imersas em

hipoclorito de sodio a 2% por cinco tempos e colocadas em meio de

cultura BDA.
Sementes de arroz em meio de cultura
Germinada e Nao Germinada e Nao
Tratamentos contaminada germinqda e néq germirjada e
(%) contaminada contaminada nao
(%) (%) contaminada
(%)
Assepsia 1 62 ab* 32a 06 a 00 b
minuto
Assepsia 5 72 ab 16 ab 12 a 00 b
minutos
Assepsia 10 60 ab 08 ab 18 a 14 ab
minutos
Assepsia 15 76 a 06 b 10 a 08 ab
minutos
Assepsia 30 44 b 16 ab 18 a 22 a
minutos
CV% 18,5 54,1 100,0 99,5

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Média de 5 placas contendo 9 sementes cada.

Para as sementes germinadas e contaminadas ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos, sendo que a exposicdo de 15 minutos ao
hipoclorito de sédio apresentou um aumento de 5 a 42 % quando comparado aos
demais tratamentos (TABELA 2). Para as sementes ndo germinadas e
contaminadas, observaram-se diferengas significativas sendo que para o tratamento
com 1minuto de exposicao ao hipoclorito de sodio apresentou aumento de 50 a 81%
guando comparado com os demais tratamentos (TABELA 2). Assim, o tempo de 1
minuto de assepsia que geralmente € indicado para desinfestacdo de materiais
botanicos que sao colocados em meio de cultura, ndo foi adequado para conter a

contaminagao.



Portanto, o tempo ideal de imersdo das sementes de arroz ao hipoclorito de
sédio indicado para a sua germinagdo em meio de cultura € de 15 minutos, porém

ocorrendo contaminacao em todos os tratamentos.

4.5 Interferéncia de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. na
germinacdo de semente de arroz.

N&o ocorreu interacdo entre os fatores diferente cultivares e metabdlitos néo
volateis de isolados de Trichoderma spp. e ndo ocorreram diferencas significativas
para as diferentes cultivares e nem para os diferentes isolados de Trichoderma
(TABELA 3).

TABELA 3 — Germinacdo de sementes de arroz irrigado sobre metabdlitos ndo
volateis de Trichoderma spp.

Germinacéo (%)

Cultivares de Arroz TI1 ™1 Testemunha
IRGA 424 58,1 " 65,8 " 60,9 ™
PUITA INTA CL 64,3 " 60,9 ™ 62,3™

TI1 e TM1 = Metabdlitos secundarios dos isolados deTrichoderma spp.
NS = Nao significativo ao Teste de Tukey a 5 % de probabilidade.



5 CONCLUSAO

Os metabdlitos secundarios dos isolados de Trichoderma spp. interferem no
desenvolvimento dos fungos Fusarium spp. e Bipolaris oryzae, entretanto né&o
interferem no desenvolvimento de Penicillium spp., in vitro.

Os metabolitos secundarios dos isolados de Trichoderma spp. nédo interferem

na germinacéo das sementes de arroz das cultivares IRGA 424 e PUITA INTA CL.
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