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VARIABILIDADE ENTRE ISOLADOS DE
Trichoderma hargianum. I - ASPECTOS CITOLOGICOS

E. PERES; L.S. DE MELO

CNPMA/EMBRAPA, C.P. 69, CEP: 13820-000 - Jaguaritina,SP

RESUMO: Objetivou-se neste trabalho estudar a variabilidade de isolados selvagens de Trichoderma harzianum
baseado nas caracteristicas culturais e citolégicas. Observaram-se o tamanho dos fialosporos, mimero de nticleos
por fialosporos e crescimento e esporulagio em meio de malte-dgar. Pelos resultados aqui encontrados foi possivel
reconhecer que h4 variagiio entre os isolados selvagens da espécie T. harzianum. Com rela¢io ao mimero de micleos,
verificou-se uma variacdo de 1 a 3 nicleos por fialosporos. Também observou-se padrdes diferenciais de crescimento
e morfologia da colénia, Mais de 50% dos isolados atingiram o médximo de crescimento em 48 horas.
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VARIABILITY AMONG Trichoderma harzianum 1SOLATES.
I - CYTOLOGICAL ASPECTS

ABSTRACT: This study is based largely on morphological and cultural characters of Trichoderma harzianum
isolates. It were observed the size of phialospores, mycelial growth and sporulation on malt extract agar and nuclei
number per phialospores, stained with Giemsa. A x 100 oil immersion len was used in examining and in measuring
phialospores. Based on the size of phialospores, it was possible recognize that there is variaton among the wild
isolates for the specie 7. harzianum. Also, with relation to mycelial growth and sporulation can itself distinguish from
one another different pattern. Up to 50% of isolates had maximum growth in 48 hours. The nuclei number of 1 to
3 per phialospore was observed.
Key Words: Trichoderma harzianum, citology, variability
INTRODUCAO de diferentes espécies para propésito de patente ou
determinagido da variabilidade de linhagens em
ecossistemnas naturais.

Isolados de T. harzianum tém diferido
na sua capacidade de  atacar certos fungos
fitopatogénicos, tais como: Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani e Pythium aphanidermatum
(ELAD et al., 1982).

O presente trabalho relata a

Trichodermaspp. é um fungo sapréfita
componente ativo da microflora do solo.

Como agente de biocontrole, pode
proteger plantas contra patdgenos de solo (COOK
& DAKER, 1983; PAPAVIZAS, 1985; CHET &
ELAD, 1983; MELO, 1991) e promover
crescimento de plantas (WINDHAM et al.), através

de um fator que regula o crescimento ¢
germinagdo de sementes. O género tem sido
estudado extensivamente como fonte potencial de
celulases (MANDELS, 1975; SUM & BROWN,
1976; STERNBERG, 1976). GHOSE & GROSH
(1979) sugerem que o sistema enzimético mais
promissor para o processo de sacarificagio da
celulose cristalina € o de Trichoderma.

A taxonomia, a genética e composigéo
da populagio de Trichoderma spp. nao sdo ainda
bem compreendidas e, portanto, sio necessdrios
métodos mais precisos para diferenciar linhagens
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variabilidade natural de isolados selvagens de T.
harzianum quanto ao tamanho dos fialosporos,
nimero de nicleos por fialosporos e taxa de
crescimento e esporulagdo em meio de cultura.

MATERIAIS E METODOS
1. Isolados de T. harzianum
Osisolados th.1, th.2, th.3, th.4, th.5,

th.6, th.7, th.8 e th.9, foram provenientes do
CNPAF/EMBRAPA em Goiinia, GO e os isolados
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Tal-1, Tal-8 e Tma-4, do solo do Estado de Sio
Paulo e o Th-95 foi isolado na Colémbia e tem
sido estudado extensivamente nos Estados Unidos
como antagonista ao fungo Rhizoctonia solani,
cedido por Dr. R. Baker (Colorado University,
USA).

2. Crescimento Micelial e Conidiacio

A variabilidade no crescimento apre-
sentada pelos isolados foi verificada através da me-
dida do didmetro das coldnias, crescidas em meio
de BDA (batata, dextrose e 4gar), com 24 ¢ 48 h
apés inoculagéo de um disco de meio BDA conten-
do conidios jovens no centro de cada placa de Pe-
tri. As culturas foram incubadas a 30°C no escuro.

Para determinar a quantidade de
conidios produzidos pelos isolados, 3 discos de 1
cm de didmetro foram retirados de cada coldnia no
5° dia de crescimento e colocados em 3 ml de
solugdo de Tween 80 a 0,1% para desagregagiio
dos mesmos através da agitagdo. A contagem direta
dos conidios foi efetuada em cimara de Neubauer,
sob microscépio 6ptico.

3. Coloracio de Niicleos de Conidios

Os isolados de T. harzianum foram
incubados por 72 horas, em meio de Aveia-Agar,
a 30°C. Os conidios formados foram aderidos a
laminulas contendo albumina a 50% e fixados
durante 30 minutos em etanol: 4cido acetico (3:1).
A seguir os conidios aderidos foram fixados
durante 5 min. em dlcool 95% e depois 20 min. em
dlcool 70%. O material foi lavado 3 vezes em dgua
destilada e hidrolizado em HCI 1 N 4 60°C durante
7 min. Lavou-se por mais 3 vezes consecutivas em
dgua destilada e uma vez em solugio tampido
fosfato pH 6.9. O material foi corado com 1 ml de
solugdo de Giemsa ¢ 9 ml de tampéo fosfato pH
6.9 por 30 min.

O diimetro dos conidios foi estimado
com auxilio de ocular micrométrica Carl Zeiss
4892628 (8x) em objetiva de 100x.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Crescimento e Esporulacio
Trichoderma é um fungo de cresci-

mento rdpido. Daf a grande vantagem de utilizagfo
como agente de biocontrole em larga escala. A
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TABELA 1 mostra que, dos 12 isolados, 7
atingiram o crescimento m4ximo em 48 horas. H4,
portanto, uma variagdo na taxa de crescimento
entre os isolados, principalmente, nas primeiras 24
horas de crescimento a 30°C. O isolado Th-95,
usado com sucesso no biocontrole, tem um
crescimento mais lento comparado aos demais
isolados, assim como apresenta uma taxa mais
baixa de esporulagdo. Nem todos os isolados que
apresentaram crescimento mais rdpido
correspondem aqueles com maijor esporulagio,
mesmo Th-2, Th-3, Th-4 e Th-8 que apresentam
esporulagio na periferia da placa.

Os isolados Th-2, Th-8, Th-95 e
Tma-4 quando crescidos em BDA descolorem o
meio com a produgio de substincias metabélicas de
coloragio que varia de amarelo claro ao marrom.

Variagdo no crescimento
micelial e esporulagio em

TABELA 1 -

isolados selvagens de T.
harzianum.
Crescim. Micelial - Esporulagio'
(cm) (x 107 esporos)
ISOLADOS
24 horas 48 horas
Th.1 6,39 9,00 8,294
Th.2 4,12 9,00 1,485
Th.3 8,01 9,00 1,076
Th.4 6,67 9,00 0,610
Th.5 3,83 9,00 7,563
Th.6 2,89 7,27 6,857
Th.7 2,89 9,00 2,544
Th.8 5,23 9,00 1,261
Th.95 2,37 6,48 0,171
Tal.1 2,59 7,14 8,369
Tal.8 2,62 6,79 1,407
Tma.4 2,17 1,53 0,567

IEsporulagéio apSs 48 horas. Média de 4 repetigdes
Tamanho de Conidios

Os esporos de T. harzianum séo
ovéides ou globosos. Verifica-se que o tamanho
dos mesmos varia em diferentes isolados (TABELA
2), de 2,53 um a 4,23 um, apesar de muitos destes
serem provenientes do solo da mesma regido, como
€ o caso dos isolados Th.1, Th.2, Th.3, Th.4,
Th.5, Th.6, Th.7 ¢ Th.8. De acordo com a
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taxonomia de espécies de Trichoderma, RIFAI
(1969) descreve que os esporos de T. harzianum
variam de 2,4 - 3,2 um x 2,2 - 2,8 um, com uma
média em torno de 3,0 x 2,7 um. Descrigdes feitas
para isolados do solo em Sheffild, Inglaterra.

O isolado Th.1, com comprimento
médio de 4,23 e largura de 3,72 um pode ser uma
outra espécie de Trichoderma, pois néo se inclui na
chave de taxonomia do Género, feita por Rifai. As
espécies T. longibrachiatum e T. pseudokoningii,
apresentam esporos maiores, com 3,6 - 6,5 x 2,2
x30ume34-46x2,0- 50 um, respectiva-
mente (RIFAI, 1969).

Estudos mais aprofundados sobre
caracteristicas morfolégicas de outras estruturas do
fungo precisam ser feitos; assim como a utilizagéo
de técnicas modernas de biologia molecular, como
polimorfismo de DNA de diferentes linhagens de
diferentes espécies, no sentido de elucidar e
distinguir com certa seguranga espécies de género
Trichoderma.

TABELA 2- Variagdo no comprimento ¢ largura
de conidios em isolados selvagens de
T. harzianum.

Compr. de Conidios  Largura de Conidios

(um) (um)
ISOLADOS
X s C.V. X S C.V.

Th.1 4,2316 0,6430 15,1965 3,7205 0,5621 18,1080
Th.2 2,6671 0,4389 16,4561 2,3766 0,3297 13,8733
Th.3 3,1573 0,5783 18,3167 2,5911 0,4421 17,0643
Th.4 3,9932 0,6486 16,2429 2,9502 0,4090 13,8639
Th.5 2,8593 0,4892 17,1108 2,4912 0,4586 18,4113
Th.6 3,4121 0,5098 14,9413 2,8459 10,3726 13,0916
Th.7 2,9204 0,5366 18,3742 2,6000 0,4794 18,4372
Th.8 2,5330 0,4925 17,7360 2,3319 0,3767 16,1541
Th.95 2,8608 0,5575 19,4878 2,4883 0,5211 20,9430
Tal.1 3,4196 0,4882 14,2763 3,0232 0,2481 8,2081
Tal.8 3,6669 0,5506 15,0150 2,9696 0,1775 5,9776
Tmad4  2,7330 0,4573 16,7338 2,7327 0,4571 16,7252

Niumero de Niicleos por Conidio

Houve diferangas entre os isolados
estudados quanto ao nimero de nicleos em cada
conidio da espécia T. harzianum. Em geral, todos
os isolados mostraram maior proporgio de conidios
uninucleados, apesar de 8 isolados (Th.1, Th.3,
Th.4, Th.5, Th-95, Tal.11, Tal.8 ¢ Tma.4) apre-
sentarem conidios com dois niticleos e, destes, os
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isolados Th.3, Th.5, Th.95, Tal.11 e Tal.8, com
trés nicleos (TABELA 3). O niimero médio bdsico
de nicleos deve ser usado para estudo taxondmico,
que deve ser incrementado nesta espécie, além de
outros parimetros como variagdo isoenzimitica,
cujos resultados serdo publicados posteriormente.
A coloragdo com Giemsa permitiu
uma boa visualizagdo dos niicleos. O pequeno
tamanho destes nio permitiu a mensuragio dos
mesmos. Sobre estes aspectos ndo se dispde de
dados na literatura para comparar tais resultados.
Em T. pseudokoningii, FURLANETO (1989) tem
mostrado que esta espécic apresenta esporos
uninucleados. Segundo NEVALAINEN (1985) os
conidios de T. reesei sdo hapldides e uninucleados,
como também estes estudos t€m revelado a presen-
¢a de no minimo quatro cromossomos grandes.
Linhagens que apresentam elevado
nidmeros de niicleos por célula mostram desvanta-
gens em relagio aquelas com poucos nicleos quan-
to a alta variabilidade que apresentam, assim como
a grande dificuldade de obter mutantes estdveis.
No presente estudo, verifica-se que a espécie T.
harzianum é primordialmente, uninucleada.

TABELA 3 - Variagdo no nimero de niicleos por
conidios em isolados selvagens de T.
harzianum.

% de Conidios

ISOLADOS
uninucleados  binucleados trinucleados

Th.1 96 4 -
Th.2 100 - -
Th.3 81 16 3
Th.4 99 1 -
Th.5 63 21 16
Th.6 100 - -
Th.7 100 - -
Th.8 100 - -
Th.95 43 24 33
Tal.1 72 17 11
Tal.8 60 30 10
Tma.4 87 13 -
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