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RESUMO

INTERFERENCIA DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Trichoderma spp. NA
GERMINAGAO DE SEMENTES DE SOJA SANITIZADAS E FUNGOS
ENCONTRADOS NA ESPERMOSFERA

Autor: Daiane Mendes Boeira
Orientadora: Prof2. Dr2. Luciana Zago Ethur

Local e data: Itaqui, 22 de dezembro de 2011.

Na cultura da soja entre os principais fatores que limitam o rendimento da cultura, as
doencas flngicas estdo entre os mais importantes e de dificil controle. O uso de
sementes contaminadas, originadas de diferentes areas de producéo, tem sido uma
das mais importantes causas da introducdo e aumento de novas doencas ou de
racas fisioldgicas de patdgenos. O fungo Trichoderma spp. vem ganhando destaque
e sendo utilizado como alternativa no tratamento de sementes de varias culturas
comerciais com fins sanitarios e de desenvolvimento de plantas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a interferéncia dos metébolitos secundarios de Trichoderma spp.
na germinacdo de sementes de soja sanitizadas e fungos veiculados pelas
sementes. Para isso, foram utilizados dois isolados (TI1 e TM1) de Trichoderma spp.
e realizado os seguintes testes e experimentos: teste padrédo de germinacdo das
sementes de soja das cultivares FUNDACEP 61RR e 57RR, isolamento de fungos
veiculados pelas sementes, interferéncia dos metabdlitos no desenvolvimento de
fungos veiculados pelas sementes, sanitizacdo das sementes utilizando diferentes
tempos de imersdo em hipoclorito de sodio e a interferéncia de metabdlitos ndo
volateis de Trichoderma spp. na germinacdo das sementes de soja. Como
resultados foram encontrados os fungos: Aspergillus spp, Cladosporium spp e
Penicillium spp. nas sementes de soja e ocorreu interferéncia dos metabolitos néo
volateis dos dois isolados de Trichoderma spp. inibindo o desenvolvimento micelial
dos fungos Aspergillus spp, Cladosporium spp e Penicillium spp veiculados as
sementes de soja, e os metabdlitos do isolado TI1 inibiram a germinacdo das
sementes de soja das cultivares FUNDACEP 61RR e 57RR enquanto os do TM1
inibiram a germinacdo da cultivar 57RR. Portanto, os metabolitos secundarios

liberados pelos isolados de Trichoderma spp. testados, interferem no



desenvolvimento dos fungos Aspergillus spp, Cladosporium spp e Penicillium spp
veiculados pelas sementes e o isolado TI1 inibe a germinacdo das sementes

testadas, enquanto o TM1 apenas inibiu a germinacgéo da cultivar 57RR.

Palavras-chave: Glycine Max (L.), controle bioldgico, Trichoderma spp.



ABSTRACT

Author: Daiane Mendes Boeira
Advisor: Dr2. Luciana Zago Ethur

Place and date: Itaqui, December 22, 2011.

INTERFERENCE SECONDARY METABOLITES OF Trichoderma spp. ON THE
GERMINATION OF SOYBEAN SEEDS SANITIZER AND FUNGI FOUND IN
ESPERMOSFERA

In soybean among the main factors limiting the yield of soybean fungal diseases are
among the most important and difficult to control. The use of contaminated seeds,
originating from different areas of production, has been one of the most important
causes for the introduction and rise of new diseases or physiological races of
pathogens. Trichoderma spp. has been gaining momentum and being used as an
alternative in the treatment of seeds of various crops for medical purposes and
development of plants. The objective of this study was to evaluate the interference of
secondary metabolites of Trichoderma spp. germination of soybean seeds sanitized
and fungi transmitted by seeds. For this study, two isolates (TI1 and TM1) of
Trichoderma spp. and performed the following tests and experiments: the pattern of
seed germination of the soybean cultivars FUNDACEP 61RR and 57RR, isolation of
fungi transmitted by seeds, interference of metabolites in the development of fungus
transmitted by seeds, seed sanitization using different immersion times in sodium
hypochlorite and interference from non-volatile metabolites of Trichoderma spp. the
germination of soybean seeds. As results were found fungi: Aspergillus spp,
Cladosporium spp and Penicillium spp. in soybean seeds and there was no
interference of volatile metabolites from two isolates of Trichoderma spp. inhibiting
the mycelial growth of Aspergillus spp, Cladosporium spp and Penicillium spp
conveyed soybean seeds, and the metabolites isolated TI1 inhibited seed
germination of the soybean cultivars FUNDACEP 61RR and 57RR while the TM1
inhibited germination of cultivar 57RR. Therefore, secondary metabolites released by
Trichoderma spp. tested, interfere with development of Aspergillus spp,

Cladosporium spp and Penicillium spp transmitted by seeds and isolated TI1 inhibits



the germination of the seeds, while the TM1 only inhibited germination of cultivar
57RR.

Key words: Glycine max (L.), biological control, Trichoderma spp.
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1 INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill), é originaria da Asia, mais
precisamente da China e, somente no século XIX, iniciou-se o seu cultivo na
América Latina. Um dos principais produtos agricolas nacionais ocupa lugar de
destaque no Pais, gerando importante fonte de divisas (ITO & TANAKA, 1993).

Na cultura da soja, a obtencdo de uma lavoura com populacdo adequada de
plantas depende da correta utilizacdo de diversas praticas. O bom preparo do solo, a
semeadura na época adequada, a utilizacdo correta de herbicidas e a boa
regulagem da semeadoura sdo praticas essenciais. O sucesso dessas praticas esta
condicionado a utilizacdo de sementes de boa qualidade. Todavia, freqientemente,
a semeadura nao € realizada em condicbes ideais, o que resulta em sérios
problemas de emergéncia, havendo muitas vezes, a necessidade de ressemeadura
(EMBRAPA, 1996). Além destes fatores, existem fungos patogénicos que podem se
associar as sementes de soja durante o seu desenvolvimento ou apds a maturagao
(CHRISTENSEN, 1972).

O tratamento de sementes é usado principalmente com a finalidade de
permitir a germinacéo de sementes infectadas, controlar patégenos transmitidos pela
semente e proteger as sementes dos fungos do solo (HENNING et al., 1994). Além
de conferir protecdo as sementes, o tratamento de sementes oferece garantia
adicional ao estabelecimento da lavoura a custos reduzidos, menos de 0,5% do
custo de instalacao da lavoura (HENNING, 2005).

Diante desta realidade, da-se o valor a estudos que minimizem estas perdas
de producdo por ataques de agentes patogénicos veiculados a sementes, usando
métodos alternativos que sejam menos poluentes, toxicos e sem poder residual ao
meio ambiente. Varios produtos bioprotetores estdo sendo comercializados e
recomendados para o tratamento de sementes de soja o0 contrario do que ocorre
com os fungicidas quimicos, as informacfes geradas pela pesquisa na area de
tratamento de sementes com fungicidas biolégicos ainda sdo escassas (MERTZ et
al. 2009).

Os mecanismos de acdo pelos quais o Trichoderma spp. pode atuar séo:
antibiose, hiperparasitismo, competicdo, inducdo de defesa da planta e também em

alguns casos através de promocao de crescimento (MELO, 1996).



O fungo Trichoderma tem uma capacidade superior para mobilizar e obter
nutrientes do solo em comparagdo com outros organismos. O uso eficiente de
nutrientes disponiveis é baseado na habilidade do Trichoderma em obter ATP do
metabolismo de diferentes aclcares, tais como os derivados de polimeros
amplamente distribuidos na natureza, como celulose, glucanos, quitina entre outros
(CHET et al., 1997).

A antibiose é uma das formas de antagonismo de Trichoderma spp. contra
outros fungos e os metabolitos secundarios liberados pelo agente de controle
biol6gico podem ser do tipo volateis e ndo volateis (ETHUR, 2002), com amplo
espectro de atividade antimicrobiana, que impedem a colonizagcdo por outros
microrganismos. Dentre esses metabolitos estdo compostos de baixo peso
molecular e antibidticos, muitos ja identificados e estudados (RIBEIRO, 2009). Uma
vez em contato, Trichoderma spp. ataca o fungo antagonizado podendo se enrolar
em torno de suas hifas, e através da formacdo de apressoérios e, portanto, da
producdo de diferentes enzimas de degradacdo de parede celular (CHET et al.,
1998)

De acordo com o exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a interferéncia de
metabolitos secundarios de Trichoderma spp. na germinacdo de sementes de soja

sanitizadas e fungos veiculados pelas sementes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura da Soja

A soja é uma leguminosa com caracteristica herbacea, pertencente a familia
Leguminosae e ao género Glycine que abrange cerca de quinze espécies. Sua facil
adaptacdo aos diversos tipos de clima e fotoperiodo, devido a suas inUmeras
variedades, a colocam entre as principais oleaginosas do mundo, sendo entre elas a
mais cultivada (BARRETOS, 2008).

Segundo dados apresentados pelo USDA (2010), o Brasil € o segundo
produtor mundial de soja, a qual é uma das mais importantes culturas para o

agronegocio brasileiro. A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma cultura de grande



importancia econdmica e social no Brasil, sendo a semente o insumo de maior
relevancia (GOMES et al., 2009).

A cultura da soja no Brasil recebe grande atencdo da pesquisa,
principalmente visando a obtencdo de informacfes que possibilitem aumentos de
produtividade. Para conseguir maiores rendimentos por area, é indispensavel, dentre
as técnicas adequadas de cultivo, a utilizacdo de sementes de alta qualidade,
expressa pelos componentes genético, fisico, fisiolégico e sanitario (BRACCINI et
al., 2003).

O desenvolvimento de cultivares de soja com adaptagédo as condi¢des edafo-
climéticas das principais regides do Pais, especialmente as dos cerrados e as de
baixas latitudes vem também propiciando nas ultimas trés décadas, a expansédo da
fronteira agricola brasileira. Cultivares melhoradas portadoras de genes capazes de
expressar alta produtividade, ampla adaptacéo e boa resisténcia/tolerancia a fatores
bioticos ou abidticos adversos representam usualmente a contribuicdo mais

significativa a eficiéncia do setor produtivo (EMBRAPA, 2004).

2.2 Trichoderma spp.

Trichoderma spp. é um fungo natural do solo encontrado especialmente em
solos organicos, que pode viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos
(MELO,1998). Pertence a classe Deuteromicetos, sub-classe hifomiceto, da ordem
Moniales, e familia Moniliaceae. Este fungo caracteriza-se pela grande producao de
conidios (esporos), a partir de conidiéforos que se originam diretamente das hifas.
Dentre os muitos agentes potenciais de biocontrole, Trichoderma spp. tem sido um
dos mais estudados, dado suas caracteristicas peculiares de antagonismo (MELO,
1998).

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). Esses microrganismos Sao
atoxicos ao homem e aos animais e de custo acessivel. Nao séo produzidos de um
recurso natural limitado, mas da multiplicagdo de microrganismos ilimitados na
natureza. Alguns, ainda, podem persistir no solo ou nas plantas, podendo dispensar
reaplicacdes (FARIA et.al, 2003)



Segundo Melo (1998) muitas espécies de Trichoderma spp. ja estudadas
possuem a capacidade de produzir metabdlitos toxicos, tais como antibidticos e
enzimas liticas capazes de inibir propagulos de fungos fitopatogénicos.

O controle biolégico obtido com o uso de isolados de Trichoderma ssp. é
definido pelo resultado final de um complexo de diferentes mecanismos, que
atuando sinergicamente, levam ao controle de doencgas. O biocontrole se da tanto
pela competicdo por nutrientes e espaco, quanto pela habilidade dos isolados de
produzir e/ou resistir a metabdlitos que podem impedir a germinacdo de esporos
(fungistasia), matar as células (antibiose), ou modificar a rizosfera, como a
acidificacdo do solo fazendo com que o crescimento dos patdgenos seja inibido
(RIBEIRO, 2009).

Formulacdes de isolados e tecnologias de aplicacdo utilizando o antagonista
Trichoderma spp. como biocontrolador, tem sido estudados visando metodologias

para o controle de determinados fitopatogenos (MESQUITA, 2011).

2.3 Fungos veiculados por sementes de soja

Doencas de plantas desempenham papel significativo em prejuizos causados
na agricultura. Em particular, fungos de solo sdo responsaveis por perdas
importantes em todos os tipos de cultivos agricolas. Além disso, ndo so6 as lavouras,
mas produtos pés-colheita também sofrem com infec¢des fungicas. As doencas sao
componentes constantes de qualquer agrossistema e, para que ocorram é
necessaria a interacdo de trés fatores, sendo eles: ambiente com condi¢cbes de
temperatura e umidade favoraveis; o patégeno em quantidade adequada, ativo e por
periodo prolongado; e a presenca do hospedeiro susceptivel, representado por
plantas ou partes de uma planta, normalmente em grande extensdo (KIMATI &
BERGAMIN FILHO, 1995). Segundo Henning (1987) os fungos de armazenamento
como o Aspergillus spp. e Penicillium spp., s&o 0os mais comumente associados as
sementes e estdo entre 0s principais agentes de deterioracao.

Berjak (1987) cita que, segundo estatisticas da FAO, 5 a 30% das sementes
sdo perdidas anualmente, devido a atuacdo destes microorganismos, afetando

germinacgao e vigor.



A semente é um insumo de grande relevancia no processo produtivo e sua
qualidade € indispensavel a implantacdo de lavouras conduzidas tecnicamente. A
qualidade de um lote de sementes compreende uma série de caracteristicas ou de
atributos que determinam o seu valor para a semeadura; dentre os mais relevantes,
séo considerados os de natureza genética, fisiologica e sanitaria (MARCOS FILHO,
1994).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacao

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da Universidade Federal do Pampa — Campus Itaqui, entre o periodo

de agosto a outubro de 2011.

3.2 Sementes

Para a realizacdo do experimento utilizaram-se sementes de soja transgénica
FUNDACEP 61RR e FUNDACEP 57RR, safra 2010/11, provenientes do banco de
sementes do Campus Itaqui/UNIPAMPA.

3.3 Isolados de Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. (TI1 — isolado do solo de ltaqui e TM1
isolado do solo de Macambard) utilizados para desenvolver este trabalho séo
pertencentes a colecdo do Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal do
Pampa, Campus Itaqui. Os isolados de Trichoderma spp. foram retirados de
esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum através do método de iscas e selecionados

em experimentos in vitro, conforme Fipke (2010).



3.4 Teste Padrao de germinacao

O teste padréao de germinacao foi efetuado seguindo-se a orientacdo prescrita
pela RAS (Regras para Analise de Sementes) (BRASIL, 1992). Onde foram
utilizadas 200 sementes de cada cultivar, FUNDACEP 57 RR E FUNDACEP 61RR,
em quatro repeticdes de 50 sementes cada. As sementes foram distribuidas sobre
duas folhas de tamanho 28 x 38 cm de papel germitest, previamente esterilizados e
umedecidos com trés vezes o peso do papel em volume de agua.

Posteriormente, os rolos contendo as sementes foram acondicionados em
sacos plasticos e mantidos no germinador em posicao vertical sob temperatura de
25 °C = 1 °C. Foi efetuada no oitavo dia a contagem das plantulas normais (BRASIL,
1992). A germinacédo de sementes foi avaliada como sendo o desenvolvimento das
estruturas essenciais do embrido, demonstrando sua aptiddo para produzir uma

planta normal sob condi¢Bes favoraveis de campo (BRASIL, 2009).

3.5 Isolamento de fungos veiculados pelas sementes

Para o isolamento dos fungos veiculados pelas sementes, utilizou-se o
mesmo lote de sementes das cultivares FUNDACEP 57RR e FUNDACEP 61RR.

As sementes foram distribuidas em placas de petri contendo meio de cultura
do tipo BDA (Batata-Dextrose-Agar) com Cloranfenicol (antibiético de amplo
espectro, sendo eficaz contra bactérias) na proporcdo de 1 mL/L™ e colocadas em
camara climatizada, com temperatura de 22 °C + 1 °C.

Apos oito dias, os fungos que se desenvolveram a partir das sementes foram
isolados e repicados para placas de petri contendo meio BDA, para obter-se a
cultura pura e serem identificados em nivel de género. Os fungos foram identificados

utilizando-se microscopio optico e literatura (BARNETT, 1972).

3.6 Interferéncia dos metabolitos de Trichoderma spp. no desenvolvimento de

fungos veiculados pelas sementes de soja

Para avaliar-se a interferéncia dos metabdlitos secundarios de Trichoderma

spp., foi utilizado o teste do papel celofane (ETHUR, 2002).



Para o desenvolvimento da técnica foi utilizado um disco de papel celofane
poroso do tipo tor¢do (que permitiu a passagem dos metabdlitos secundérios para o
meio de cultura), do tamanho da placa de petri. Este foi colocado sobre o meio de
cultura do tipo BDA previamente vertidos em placas de petri. Posteriormente foi
transferido um disco contendo micélios e esporos dos isolados TI1 e TM1 de
Trichoderma, de 6 mm de diametro, sobre o papel celofane, na regido central da
placa.

As placas de petri foram incubadas em camara climatizada, por 48h, com
temperatura de 25 °C + 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12 horas luz.
Passado o tempo necessario para o desenvolvimento do fungo, quando o micélio
atingiu um crescimento de dois tercos da placa , o disco foi retirado juntamente com
o papel celofane e descartados em um recipiente contendo alcool, para que nao

ocorresse nenhum tipo de contaminag¢ao no meio de cultura.

Em seguida foi inserido no centro da placa, sobre os metabdlitos ndo volateis
de Trichoderma, um disco do tamanho de 6 mm, dos fungos isolados das sementes.
A avaliacdo ocorreu apoés sete dias e constou do didmetro dos micélios dos fungos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2 ( Metabdlitos ndo volateis de dois isolados de Trichoderma spp.) x 3 (Penicillium
spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp.). Foi desenvolvido um tratamento
testemunha que constou do crescimento do micélio fiungico em meio de cultura sem

0s metabdlitos de Trichoderma.

3.7 Sanitizagcdo de sementes de soja

Durante a realizacdo do experimento observou-se a necessidade de utilizar-
se um meétodo que fosse eficaz para desinfestacdo das sementes devido a
quantidade de fungos veiculados a elas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e cinco repeticbes. Foram
utilizadas sementes de soja da cultivar FUNDACEP 61RR , sendo que cada
tratamento constou de 35 sementes, com cinco repeticdes de 7 sementes em cada
placa. As sementes passaram pela imersdo em alcool 96 °GL (por 1 min), hipoclorito
de sodio (2% de cloro ativo), trés recipientes contendo agua destilada e esterilizada

(por 1 min. cada) e foram deixadas para secar sobre papel filtro esterilizado, em



camara de fluxo laminar. Os tratamentos constaram de diferentes tempos de
imersao das sementes de soja no hipoclorito de sodio: T1- 1 min, T2- 5 min, T3- 10
min e T4- 15 min. O tratamento considerado testemunha foi o de 1min por ser esse
o tempo geralmente indicado para testes de assepsia .

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 avaliagdo do experimento constou do niamero de sementes germinadas e

nao germinadas.

3.8 Interferéncia de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. na

germinacgdo de sementes de soja

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 o meio de cultura contendo apenas os metabdlitos néo
volateis dos isolados de Trichoderma foram inseridos no centro da placa sete
sementes de soja tratadas devidamente sanitizadas com o tempo de cinco minutos.

As placas de petri permaneceram na camara climatizada por oito 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 soja) x 2 (metabdlitos secundarios de dois isolados de

Trichoderma), com 5 repeti¢des.



3.9 Andlise estatistica

Os dados percentuais originais foram transformados em arco seno da raiz
quadrada de x/100. Os dados foram submetidos a anélise 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 Germinacdao de cultivares de soja

Ao analisar o teste de germinacdo de sementes de soja constatou-se que a
cultivar Fundacep 57 RR apresentou 81% e a cultivar Fundacep 61 RR apresentou
93% de germinacgdo. Contudo, as sementes analisadas apresentaram indices de

germinacao considerados satisfatorios para o desenvolvimento dos experimentos.

4.2 Fungos isolados das sementes de soja

Os fungos isolados das sementes de soja foram: Aspergillus spp.,
Cladosporium spp. e Penicillium spp.(FIGURA 1). Resultados semelhantes foram
obtidos por Patricio et al. (1991) que verificaram, também, uma elevada incidéncia
de Aspergillus spp. e Penicillium spp. em sementes de soja, principalmente em

amostras com germinagdo abaixo de 75%, ndo sendo encontrada, no entanto,

correlacao entre esses fatores.

FIGURA 1- Fungos isolados das sementes de soja. 1-. Aspergillus spp.; 2 -
Cladosporium spp e 3- Penicillium spp



4.3 Interferéncia de metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. no

desenvolvimento de fungos veiculados pelas sementes de soja

Logo apoOs o isolamento dos fungos, foram analisadas a interferéncia de
metabdlitos ndo volateis de Trichoderma spp. no desenvolvimento de fungos
veiculados pelas sementes de soja.

Ocorreu interacdo entre os fatores metabdlitos secundarios de isolados de
Trichoderma e fungos veiculados pelas sementes (TABELA 1). Para os fungos
isolados das sementes Penicillium spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp.
ocorreu inibicdo no desenvolvimento micelial na presenca dos metabdlitos nao
volateis dos isolados TI1 e TM1 de Trichoderma, quando comparado ao tratamento

testemunha, na proporcéo de 53%, 64% e 85%, respectivamente (TABELA 1).

TABELA 1 — Desenvolvimento micelial (cm2) de fungos retirados de sementes de
soja, crescendo sobre metabdlitos ndo volateis de isolados de Trichoderma spp.

Tratamentos Penicillium Aspergillus spp.  Cladosporium spp.
spp.(cm?) (cm?) (cm?)
Testemunha 1,7 aC* 2,8 aB 4,6 aA
TI1 0,8 bA 0,8 bA 0,7 bA
T™M1 0,6 bA 1,0 bA 0,4 bA
CV (%) 26,36%

*As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha
nao diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

N&o ocorreram diferencas significativas para o desenvolvimento micelial dos fungos
veiculados pelas sementes, na presenca dos metabdlitos liberados pelos dois
isolados de Trichoderma. Porém, ocorreu diferenca no desenvolvimento micelial dos
fungos quanto ao tratamento testemunha, sendo que o fungo Cladosporium spp.
apresentou maior desenvolvimento na proporc¢éo de 39% e 63%, quando comparado

com os fungos Aspergillus spp. e Penicillium spp., respectivamente.



4.4 Teste de assepsia das sementes de soja

Quanto a assepsia ndo ocorreram diferencas significativas para as avaliacdes
de sementes germinadas e ndo germinadas (TABELA 2). Assim observou-se que o
tempo de exposi¢éo ao hipoclorito de sédio néo interferiu na germinacdo e auxiliou
na desinfestacao de sementes de soja. Ao contrario do que foi observado por Zorato
et.al (2001) que utilizando Hipoclorito de sodio, Q-boa®, Brilhante® e Agrotensil®,
nao constataram eliminacdo de agentes infestantes presentes nas sementes de

soja.

TABELA 2 — Germinacgéo (%) de sementes de soja imersas em hipoclorito de sodio a
2% por cinco tempos e colocadas em meio de cultura BDA.

Tratamentos

Tempo Assepsia Sementes germinadas (%) Sementes ndo germinadas (%)

17 85,7 a* 14,3 a
5” 77,1 a 229 a
10” 74,2 a 25,8 a
15” 77,1 a 229 a
CV % 11,4 51,2

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

Para a soja o tempo de exposi¢cdo ao hipoclorito esta de acordo com as
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992) que indica a assepsia superficial
com hipoclorito de sédio (NaOCI), na concentracdo de 1%, por trés minutos. Um

tempo maior de imersao no hipoclorito causaria danos ao tegumento da semente.

4.5 Interferéncia de metabdlitos nao volateis de Trichoderma spp. na

germinacdo de sementes de soja

Ocorreu interacdo entre os fatores cultivares de soja e metabdlitos
secundarios de diferentes isolados de Trichoderma spp. (TABELA 3). Os metabalitos
secundéarios do isolado TI1 de Trichoderma inibiram a germinacdo das duas
cultivares de soja, poréem o isolado TM1 néo interferiu na germinagao da cultivar
FUNDACEP 61RR, quando comparado com tratamento testemunha (TABELA 3).



TABELA 3 — Germinacgao de sementes das duas cultivares de soja sobre metabolitos
nao volateis de Trichoderma spp.

Cultivares de Soja

Metabdlitos secundarios de

isolados de Trichoderma spp. Fundacep 57RR (%) Fundacep 61RR (%)
TI1 0 bA* 0 bA
T™M1 4 bB 68 aA
Testemunha** 34 aB 92 aA

CV (%) 42,36

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
** Testemunha sem metabdlitos

Ocorreram diferencas significativas quanto a germinacdo das cultivares de
soja sendo que a cultivar FUNDACEP 61RR apresentou maior potencial de
germinacao no tratamento testemunha de 63% e na presenca dos metabdlitos do
isolado TM1 de Trichoderma de 94%. A justificativa para a inibicdo pode ser os tipos
de metabdlitos liberados pelas diferentes espécies de Trichoderma; o uso da técnica
in vitro; os fatores abiéticos que podem ter influenciado na liberacdo dos metabdlitos,
como a temperatura, umidade, pH entre outros. Entretanto, Junges et al. (2007)
constatou que o bioprotetor Trichoderma spp. na formulacédo liquida, prejudicou a
germinacdo das sementes de arroz, ainda Ousley et al. (1993 apud Ethur 2006)
observaram que alguns isolados de T. harzianum auxiliaram e outros inibiram a
germinacao de sementes de alface.

Observou-se que existe necessidade de estudos buscando outras
metodologias para avaliar-se a acdo de metabdlitos secundéarios de Trichoderma

sobre a germinagéo de sementes de soja.



5 CONCLUSAO

Os metabolitos secundarios dos isolados TI1 e TM1 de Trichoderma spp.
inibem o desenvolvimento micelial dos fungos Penicillium spp., Aspergillus spp. e
Cladosporium spp, isolados das sementes de soja.

Os metabolitos secundarios do isolado TI1 de Trichoderma spp. inibem a
germinacao das sementes de soja das cultivares FUNDACEP 61RR e 57RR e 0s
metabalitos do isolado TM1 inibem a germinacédo da cultivar FUNDACEP 57RR.

O controle biolégico pode representar uma alternativa mais econémica ao uso
de alguns agroquimicos, por ser atoxico ao homem, e abundante na natureza.
Sendo necessarios estudos buscando outras metodologias para avaliar-se a acao de
metabolitos secundarios de Trichoderma na germinacéo e controle de fitopatégenos

veiculados as sementes de soja.
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