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RESUMO

MONTALVAO, Sandro Coelho Linhares. Potencial de Trichoderma spp. no biocontrole de
doencas do tomateiro. 2012. NOmero de paginas (105 p). Dissertacdo (Mestrado em

Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia do Prédio de Controle
Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) com os seguintes
objetivos: (a) isolar e selecionar isolados de Trichoderma antagbnicos aos patdgenos
Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii e como promotores de crescimento de plantas de
tomate e (b) verificar a existéncia de efeitos negativos na germinagdo de sementes
microbiolizadas com os isolados estudados. Foram utilizados 21 isolados de Trichoderma
previamente selecionados, além de outros 13 obtidos de rizosfera de tomateiro para a
microbiolizagdo das sementes, sem pré-tratamento com fungicidas. Vérios isolados
apresentaram capacidade de supressdo do crescimento das col6nias dos patégenos estudados,
nos estudos conduzidos in vitro, utilizando os métodos de pareamento de culturas e produgdo
de metabdlitos volateis e ndo-volateis. Promocao de crescimento de plantas foi observada com
20 isolados. Nos testes de germinacdo de sementes de tomate microbiolizadas com
Trichoderma spp., em alguns casos, observou-se a presenca de lesdes cotiledonares das
plantulas, porém sem interferéncia no niamero e vigor de plantas germinadas. Para o controle
do tombamento de plantulas em casa de vegetagdo, trés isolados foram eficientes, sendo eles
CEN281, CEN1070 e CEN1080. Marcadores moleculares foram utilizados para identificagéo

em nivel especifico, de 19 dos 34 isolados e o0s outros 15 estdo em fase de sequenciamento.

Palavras-chave: Controle biolégico, fungo antagonista, mofo-branco, podriddo de

sclerotium, Lycopersicon esculentum.
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ABSTRACT

MONTALVAO, Sandro Coelho Linhares. Potential of Trichoderma spp. on biocontrol of
tomato diseases. 2012. (105 p). Dissertation (Master in Plant Pathology — Universidade de

Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

This work was conducted at the Laboratory of Phytophatology in Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) with the following objectives: (a) isolate and select
strains of Trichoderma against Sclerotinia sclerotiorum and Sclerotium rolfsii, and; (b)
evaluate the potential to induce growth promotion of tomato plants and verify the existence of
negative effects on seed germination with the isolates studied. There were used twenty one
strains of Trichoderma previously selected, and another thirteen obtained from the tomato
rhizosphere to microbiolization seeds without pre-treatment with fungicides. Several isolates
were capable of suppressing the growth of colonies of the pathogens in vitro, using the
methods of the culture pairing and production of volatile and non-volatile metabolites. A
promotion of plant growth was induced by twenty Trichoderma strains. In some cases, was
observed the presence of cotyledon lesions in the seedlings, in seeds with Trichoderma, but
without interfering with the number and vigor of germinated seeds. For the control of
damping off of seedlings in the greenhouse, three strains were efficient, CEN281, CEN1070
and CEN1080. Molecular markers were used for identification nineteen species, and the

identification of the other fifteen are in process.

Keywords: Biological control, antagonistic fungus, white mold, southern blight,

Lycopersicon esculentum.
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INTRODUCAO

O tomateiro, Lycopersicon esculentum Mill., € uma das hortalicas mais importantes, do ponto
de vista econdmico e social, pelo volume de produgéo e geragdo de empregos (Makishima &
Melo, 2005). No mundo, aproximadamente 4,4 milhGes de hectares sdo cultivados com
tomate, gerando uma produg&o de cerca de 152,9 milhdes de toneladas. O Brasil ocupa 0 nono
lugar como produtor mundial dessa olericola, com aproximadamente 70% da producéo total
destinados ao mercado para consumo in natura; o restante € utilizado como matéria prima
para industrializagdo (Anater, 2011). Porém, suprir o mercado com essa matéria-prima nao é
tarefa facil, haja vista que plantas de tomate estéo sujeitas ao ataque de vérios patdgenos de
solo, causadores de doencas graves, como as podriddes de raizes e os tombamentos de
plantulas (Makishima & Melo, 2005). Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e Sclerotium
rolfsii Sacc. sdo alguns dos fungos apontados como danosos a essa cultura, cujo controle é
dificil e baseia-se principalmente no uso de produtos quimicos que, de um modo geral, séo
pouco eficientes (Barbosa et al., 2010; Ethur et al., 2001). Em contrapartida, o uso exagerado
desses produtos pode acarretar efeitos negativos como deterioracdo da salide de consumidores
e trabalhadores rurais, poluicdo ambiental e, ainda, o desenvolvimento de resisténcia do
patdgeno aos principios ativos, 0 que acarreta cada vez mais aumento de doses aplicadas e,
consequentemente, maiores riscos de efeitos indesejaveis ao homem e ao meio ambiente

(Lima et al., 2000; Rakh et al., 2011).

Na busca de solucdo para esses problemas, o emprego de técnicas alternativas como o
controle biolégico desponta-se como importante ferramenta no controle de doengas de
plantas. Gracas & atencdo que vem sendo dada a essa linha de pesquisa, diversos
microrganismos vem sendo avaliados como agentes de biocontrole para as doencgas agricolas

(Punja & Utkhede, 2003). Neste cenério, fungos do género Trichoderma Persoon tém



destacada importancia pela sua diversidade e capacidade de adaptacdo aos diversos
ambientes, além de possuirem diferentes mecanismos de a¢do (Kubicek & Harman, 1998).

Segundo Handelsman & Stabb (1996), a adogdo do controle biol6gico como
alternativa no controle de pragas € dificultado pela complexidade da interagdo entre planta,
patdgeno e antagonista, visto que hd uma grande variagdo nos resultados praticos obtidos e o
progresso no entendimento dessas interacfes ainda é lento.

Face ao expostos, é notoria a necessidade de um controle eficaz de patégenos de solo e
veiculados pelas sementes na cultura do tomate. Assim, esse trabalho teve como objetivo
principal isolar, selecionar e avaliar fungos do género Trichoderma contra os patdgenos
causadores de podriddo de sclerotium e mofo-branco in vitro, promogéo do crescimento da
hospedeira e interferéncia desses isolados na geminacdo das sementes, visando ao uso dos

mesmos em tratamento de semente e no controle da doenca.



REVISAO DE LITERATURA

Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)

O tomateiro, pertencente a Classe Dicotiledoneae, Ordem Tubiflorae, Familia
Solanaceae, Género Lycopersicon (=Solanum), espécie Lycopersicon esculentum Mill. L.
esculentum, tal qual conhecemos hoje, teve sua origem da espécie andina L. esculentum var.
cerasiforme (frutos tipo cereja), no Peru, sendo posteriormente domesticado no México e
distribuido para as demais regides do globo, até chegar ao Brasil (Figueira, 1982). Dentro do
grupo das hortalicas, o tomate é uma das espécies mais importantes, tanto sob o ponto de vista
econdmico quanto social, pelo volume da produgdo e geragdo de empregos (Makishima &
Melo, 2005). S&o aproximadamente 4,4 milhGes de hectares cultivados com tomate no
mundo, 0 que gera uma producéo de cerca de 152,9 milhes de toneladas (Anater, 2011). E
também uma espécie cosmopolita, pois é cultivada no mundo todo (Makishima & Melo,
2005). Entre os paises maiores produtores estdo a China, os Estados Unidos da América e a
india (Fao, 2009, citado por Anater, 2011).

O Brasil é 0 nono maior produtor mundial de tomates e o primeiro maior produtor da
América do Sul, com uma area plantada em 2010/2011 de 61,8 mil hectares e producdo que
atingiu 3,6 milhdes de toneladas, o que significa uma produtividade média de 59,3 t/ha,
superior & mundial aproximada de 40.7 t/ha (Anater, 2011). Embora cultivado em todos os
estados em maior ou menor escala, 0s principais produtores brasileiros sdo Goias, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Bahia e Rio de Janeiro. Da produgdo total, aproximadamente 70% sé&o
consumidos in natura e o restante utilizado como matéria prima para industrializag&o,
transformada em estratos, pastas, molhos, sucos e outros derivados (Makishima & Melo,

2005). Porém, atingir altas produtividades com essa cultura ndo é tarefa fécil, visto que o



tomateiro esté sujeito ao ataque de varios patdgenos de solo, que sdo causadores de doengas
graves como as podriddes de raizes e o tombamento de plantulas (Barbosa et al., 2010; Ethur

et al., 2001; Reyes et al., 2002 e Thiruvudainambi et al., 2010).

Mofo-branco — Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

O mofo-branco é uma doenca, cujo agente causador é o fungo Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, habitante do solo, mundialmente distribuido e tido como um dos patdgenos de
plantas mais agressivos (Bolton et al., 2006). Segundo Gorgen (2009), esta doenca é
conhecida por mais de 60 nomes e 0 mais comumente utilizado para sua designagdo é mofo-
branco. Sclerotinia sclerotiorum pertence ao Dominio Eukarya, Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Discomycetes, Ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae, Género
Sclerotinia (Bolton et al., 2006). Trata-se de microrganismo que apresenta estruturas de
resisténcia, os esclerdcios, responsaveis pela sua sobrevivéncia em condi¢des adversas
(Oliveira, 2007). A formacdo dessas estruturas é uma das caracteristicas principais desse
fungo. Segundo Nelson (1998), os esclerddios permitem, em alguns casos, a persisténcia do
fungo em campo por periodos superiores a 11 anos, conservando a sua capacidade patogénica.
Os esclerddios sdo constituidos de trés camadas: uma camada externa grossa e melanizada
que é bastante resistente e confere protecdo as condigdes adversas do ambiente mesmo na
auséncia da hospedeira (Rocha, 2007); o cortex, camada fina e branca, intermediaria; a
medula, também branca, que ocupa todo o interior do esclerédio. Esta é formada pelo
aglomerado compacto de hifas dormentes do fungo. A germinacdo do esclerddio pode ser de
dois tipos: micelogénica, com a producéo direta de hifas infectivas, as quais poder&o colonizar
a base do caule da hospedeira e, a mais importante, carpogénica, onde séo formados apotécios
produtores de ascos com ascosporos em seu interior. Os ascosporos, sob condi¢des favoraveis,

sdo ejetados e germinam, dando origem a doenca. Estima-se que 30 milhGes de ascosporos



podem ser produzidos em um Unico apotécio e que um esclerddio pode dar origem a ate seis
apotécios. Fatores climéticos, como alta umidade e temperaturas amenas favorecem a
producdo de ascomas. Para que haja infeccdo, o ascosporo deve germinar primeiramente em
tecidos senescentes e mortos (principalmente flores senescentes). Nessa fase, o fungo é
saprofito e so posteriormente infecta a hospedeira. Mas, existe também a probabilidade dessa
infeccédo iniciar-se antes mesmo do florescimento, a partir da germinagdo micelogénica e
contato direto com a planta, causando injurias em tecidos do caule da hospedeira (Davis,
1999).

O fungo é patogénico a 48 familias, 278 géneros e 408 espécies de plantas (Boland &
Rall, 1994), dentre elas vérias ervas daninhas tais como corda-de-viola (Ipomoea nil L. Roth),
picdo-preto (Bidens pilosa L.), caruru (Aramanthus deflecus), erva-quente (Borreria alata
Aubl.), guanxuma (Sida rhombifolia L.), amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.),
fazendeiro (Galinsoga parviflora Cav.) e maria-mole (Senecio brasiliensis Less .) (Homechin,
1982). Também nessa lista de hospedeiras encontram-se varias espécies que possuem
importancia econdmica como € o caso da batata, alface, ervilha, soja, feijdo, repolho, chicoria,
cenoura, tomate, etc. (Pavan et al., 2005).

Na cultura do tomate, S. sclerotiorum causa a podriddo de sclerotinia, considerada
grave quando o plantio é realizado em &reas contaminadas e sob condi¢des de temperatura
amena e umidade elevada (Kimati et al.,2005) . Segundo Gabor & Wiebe (1997), em plantas
de tomate o fungo pode infectar folhas, talos, peciolos e ocasionalmente o fruto. Inicialmente,
desenvolvem-se lesGes encharcadas no caule e amolecimento da &rea infectada; sobre as
lesBes, desenvolve-se o micélio branco caracteristico, caso as condi¢bes climéticas sejam
favordveis ao fungo, ocorrendo a podriddo mole progressiva dos tecidos externos, seguida

pela formacéo de talo oco. Grandes éareas do caule adquirem uma coloragdo marrom-clara,



secam e, finalmente, morrem com o progresso da doenga. Corpos pretos de frutificagdo com
formato

irregular (os esclerddios) podem ser formados tanto externamente quanto internamente ao
caule e auxiliam no diagnéstico da doenga. Em frutos infectados, desenvolvem-se les6es
acinzentadas que rapidamente evoluem para podrid&o aquosa e, sobre estas, um micélio

cotonoso com posterior formagéo de esclerddios.

Podridao de esclerotio — Sclerotium rolfsii Sacc.

O fungo causador da podriddo de esclerdtio, segundo Kirk (2012), pertence ao
Dominio Eukarya, Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem
Agaricales, Familia Typhulaceae e possui fase perfeita no género Athelia e fase imperfeita no
género Sclerotium.

Sclerotium rolfsii infecta plantas cultivadas e silvestres, apresentando extensa gama de
hospedeiros (cerca de 500 espécies boténicas), entre as dicotileddneas e as monocotileddneas.
Nessa gama de hospedeiros encontram-se inimeras espécies cultivadas além do tomate, como
piment&o, cenoura, feijdo e outras (Bedendo, 1995). A doenca distribui-se por todas as regides
agricolas, com predominéncia nas zonas tropical e subtropical, onde predominam condic6es
de alta umidade e temperatura elevada, j& que este fungo tem o seu desenvolvimento 6timo na
faixa de 27-30 °C (Aycock, 1966; Punja, 1985). Para 0 tomateiro, 0s sintomas da doenca
verificados no campo, segundo Gabor & Wiebe (1997), variam de tombamento de plantulas
até podriddes do colo, raiz e fruto. Os primeiros sintomas sdo caracterizados pelo
aparecimento de lesdo marrom-escura abaixo ou ao nivel da linha do solo e, quando o tecido
do caule é invadido completamente, ha o tombamento e morte répida das plantulas. Em
plantas mais velhas, a lesdo chega a circundar o caule, provocando murcha, contudo sem

alteragcdes na coloragdo das folhas. Com o progresso da doenca, verifica-se a podriddo das



raizes a alguns centimetros abaixo do solo, podendo estender-se a alguns centimetros acima
deste (podriddo do colo). Se as condigdes climéticas forem favoraveis a doenca, podem-se
verificar os sinais do patégeno caracterizados pela formacéo do micélio esbranquigado, com
aspecto cotonoso, seguido da produgdo rapida de esclerddios bronzeados, com 1 a 2 mm de
didmetro. Frutos também podem ser infectados pelo fungo causando lesbes amareladas e
profundas, com o conseqliente rompimento da epiderme e desenvolvimento de micélio
cotonoso, juntamente com grande producdo de esclerodios sobre a superficie lesionada.
Segundo Punja (1985), entre os métodos empregados no controle do S. rolfsii destacam-se as
aplicacbes de fungicidas quimicos, solarizagdo, uso de microrganismos antagonistas, aracao

profunda, rotacéo de culturas com incorporacdo dos residuos organicos e inorganicos.

Controle Bioldgico

Produtos vegetais frescos ou processados constituem uma das bases da alimentagéo
humana. Tais alimentos sdo produzidos, na maioria das vezes, com a adog¢do de métodos de
produgdo convencionais, organicos ou até mesmo sob intenso manejo em condicOes
ambientais controladas em casas de vegetagdo. Apesar de todo esse cuidado, as culturas ndo
sdo poupadas de ataques por fitopatdgenos que afetam os mais diversos 6rgdos das plantas,
desde raizes até os frutos (Punja & Utkhede, 2003). Para manejo das pragas e patogenos, a
agricultura estd estruturada basicamente no uso de agrotéxicos que, de um modo geral, sdo
bastante eficientes. Entretanto, o uso exagerado desses produtos pode acarretar efeitos
colaterais negativos como deterioracdo da salde dos trabalhadores rurais e dos consumidores
(Lima et al., 2000), poluicdo ambiental e até mesmo o desenvolvimento de resisténcia dos
patdgenos aos principios ativos (Rakh et al.,2011).

Com os avancgos tecnoldgicos e a globalizagdo, as informagfes tornam-se cada vez

mais dinamicas e os conhecimentos séo difundidos rapidamente em todo o mundo. Esse fato



tem levado a conscientizagdo da sociedade para as consequéncias de certos procedimentos
para a saude e para 0 meio ambiente. Em meio a todas essas mudancas, os produtores rurais
enfrentam o desafio de produzir mais e com maior qualidade, alimentos livres de residuos
toxicos. Todos esses fatores, por outro lado, pressionam os governos para adogao de politicas
publicas que promovam a seguranga alimentar (Gullino & Kuijpers, 1994; Ragsdale & Sisler,
1994). Assim uma das formas vidveis para resolver esse impasse é a busca de insumos
agricolas ndo poluentes. Nesse contexto, o controle biolégico (CB) tem sido apontado como
um método seguro para 0 manejo das doengas das plantas cultivadas (Punja & Utkhede,
2003).

Segundo Baker & Cook, (1974) o Controle Bioldgico de doencas de plantas teve inicio
como ciéncia em 1926, com estudos sobre Streptomyces scabies, agente causal da sarna
comum da batata. Ainda, de acordo com esses autores, no ano de 1931 foi utilizado pela
primeira vez o termo “controle bioldgico” em um artigo sobre Gaeumannomyces graminis
agente causal da doenca conhecida como mal-do-pé do trigo.

O controle bioldgico é resultado da interacdo triplice patdgeno, planta hospedeira e
agente antagonista, sob a influéncia do ambiente (Baker & Cook, 1974). Segundo Bettiol &
Ghini (1995), modificagBes ambientais provocadas no sitio de infecgdo podem resultar em
limitagbes para as atividades do patdgeno ou induzir a resisténcia no hospedeiro. Nessas
modificacBes estdo envolvidas praticas culturais capazes de promover condigdes favoraveis
ao desenvolvimento do antagonista em detrimento do patdgeno ou a resisténcia do
hospedeiro.

De forma simplificada, define-se controle biolégico como 0 uso de um microrganismo
para controle de outro, podendo o agente apresentar efeito biocida, causando a morte do alvo, ou
biostatico, inibindo seu desenvolvimento (Zambolim, 2010). Para outros autores, essa definicdo

pode ser vista como reducdo da densidade de indculo ou das atividades determinantes da



doenga, através da acdo de um ou mais organismos. Para Junqueira & Gasparotto (1991), as
atividades determinantes de doenca sdo o crescimento, a infectividade, a agressividade, a
viruléncia e outros atributos do patégeno ou processos que determinam a infecg¢do, o
desenvolvimento dos sintomas e a reproducdo do patdgeno. O CB, pela analise dessas
definicBes, visa a manter, através de certas praticas, o equilibrio do agrossistema, de forma
que o hospedeiro em presenca do patdgeno nao seja significativamente afetado, gracas a acéo
antagbnica dos biocontroladores. Além disso, 0s antagonistas podem induzir t&o
simplesmente a resisténcia da planta hospedeira ao ataque de patégenos (Agrios, 2005).

Para avaliacdo da capacidade do antagonista suprimir o patdgeno, sdo necessarios
testes in vitro e in vivo, de forma a determinar 0os mecanismos inerentes aos agentes de
biocontrole, bem como efeitos ecoldgicos que interferem no controle da doenca (Lumsden &
Locke, 1989). Linhagens efetivas para determinados patdgenos e ambientes especificos
devem ser selecionadas (Howell, 2003).

Entre os antagonistas mais utilizados contra patégenos do solo, citam-se fungos do
género Trichoderma, capazes de inibir o desenvolvimento de varios patdgenos por
mecanismos diversos, tais como competicdo, parasitismo direto, producdo de metabdlitos
secundérios de efeito antibidtico e enzimas liticas (Melo, 1998). Melhoria na absor¢do de
nutrientes, inducdo de resisténcia e promogéo de crescimento de plantas (Harman, 2011) séo
também efeitos atribuidos aos microrganismos utilizados no controle de diversas doencas de

importantes culturas do mundo (Benitez et al., 1998; Steyaert et al., 2003).

O género Trichoderma
Trichoderma, fase imperfeita de Hypocrea, pertence ao Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae (Kirk, 2012).

O género Trichoderma foi proposto por Persoon (1974) para fungos que possuem um



conjunto de caracteristicas bem definidas, porém com espécies pouco delimitadas com base
na morfologia. Por isso, atribuiu-se o termo ‘agregado de espécies’ para se referir a um grupo
de fungos com caracteristicas morfolégicas comuns dentro do género (Rifai, 1969; Samuels,
1996). Na determinagdo do género, sdo consideradas as seguintes caracteristicas: crescimento
répido, atingindo de 2 a 9 cm de didmetro apos quatro dias em meio de cultura (Esposito &
Silva, 1998); coldnias dispersas, flocosas, ou compactadas em tufos; tamanho e formato dos
conidios variados; clamiddsporos, as vezes presentes; coloracdo de conidios variando de
verde a amarelo, ou até mesmo hialinos. Os conidiéforos sdo bem definidos (Samuels, 1996) e
os conidios formados nas extremidades de fialides de hifas diferenciadas. Os conidios tendem
a se agregar em massas e em algumas espécies, h4 dependéncia da luz para a esporulagéo
(Gressel & Hartmann, 1968). Fatores genéticos assexuais, como a combinagdo parassexual,
mutacdo e outros processos contribuem para a variagdo deste género. Rifai (1969) prop0s para
este grupo de fungos uma divisdo, onde se reconhecia nove espécies agregadas: T. hamatum
Bain, T. viride Persoon, T. aureoviride Rifai, T. harzianum Rifai, T. koningii Lieckfeldt, T.
pseudokoningii Rifai, T. longibrachiatum Bissett, T. polysporum Link e T. glaucum. De
acordo com essa classificagcdo, espécies morfologicamente indistintas poderiam coexistir,
como é o caso de T. hamatum, T. harzianum etc. Uma revisdo sobre essas espécies agregadas
foi feita por Bisset (1991) e Gams & Bisset (1998), que chegaram a subdivisdo do género em
cinco sec¢des: Longibrachiatum, Pachybasium, Trichoderma, Saturnisporum e Hypocreanum.
Recentemente, métodos moleculares baseados na analise do &cido desoxirribonucléico
mostram-se como ferramentas muito promissoras nos estudos de filogenia de fungos e na
diferenciacdo de espécies, formae speciales, racas e isolados (Kuramae & Souza, 2002).
Desse modo, a analise macromolecular baseada nos é&cidos nucléicos vem sendo usada na
diferenciagdo entre e dentro dos agregados de Trichoderma, onde em alguns casos é possivel

demonstrar a diversidade genética intraespecifica (Hermosa et al., 2000).
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Amplamente distribuido por todo o mundo, esse género de fungo ocorre em quase
todos os tipos de solo e ambientes naturais, especialmente naqueles contendo matéria
organica. Muitas espécies de Trichoderma s&o também encontradas na rizosfera de plantas. O
fato das espécies de Trichoderma desenvolverem-se em vérios substratos justifica a
importancia biotecnolégica atribuida a esse grupo de fungos (Esposito & Silva, 1998). A
introducéo de Trichoderma spp. como agente de biocontrole foi realizada por Persoon hd mais
de 200 anos (Lima, 2002), porém a maioria dos trabalhos voltados para essa aplicacdo é
relativamente recente.

Os fungos do género Trichoderma séo reconhecidamente bioreguladores e
antagonistas naturais de varios fitopatdgenos tais como: Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia spp., entre outros. Atuam como agente de CB,
diminuindo ou até mesmo eliminando a necessidade do uso de fungicidas quimicos (Melo,
1991; Harman, 2000).

Vérias espécies desse género sdo produtoras de celulases e outras enzimas hidroliticas
(Kubicek, 1992). Celulases e xilanases séo utilizadas em escala industrial na fabricagéo de
racOes e papel e, recentemente, vem despertando o interesse para uso em processos de
producdo de biocombustiveis. Ja as quitinases exercem reconhecido papel no
micoparasitismo, digerindo as paredes celulares dos fungos hospedeiros (Lorito et al., 1998).

Muitas espécies de Trichoderma s&o principios ativos de biofungicidas, produzidos
comercialmente, como o Tricodex®, utilizado no controle de fungos causadores do
apodrecimento pés-colheita da mac4; Trichodermil®, a base de T. harzianum, atua sobre
varios patdgenos de diferentes culturas, entre os quais, R. solani em feijdo; combinada com o
T. polysporum, constitui 0 composto denominado Binab-T®, que é recomendado para o
controle do apodrecimento da madeira (Ricard, 1981; Melo, 1998). Outro composto, 0

GlioGard® tem como agente ativo T. virens e é utilizado na prevencdo do tombamento de
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plantulas causado por espécies de Phytium e Rhizoctonia (Lumsden & Locke, 1989). Uma
linhagem de T. stromaticum foi incorporada na formulagéo do biofungicida do Tricovab® para
o0 controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro desde 1996.

Portanto, é notdrio que fungos do género Trichoderma possuem um grande potencial
em diversas areas, tais como industrial, ambiental e agricola. Logo, estudos que visem
elucidar melhor o potencial desses fungos sdo de fundamental importancia no intuito de
otimizar os seus beneficios.

Como citado anteriormente, sdo diversos 0s mecanismos de interagdo entre patdgeno e
antagonista que d&o suporte ao CB. Estes sdo: antibiose, competicdo, parasitismo,
hipoviruléncia, predacgdo, indugdo de resisténcia e promogdo de crescimento vegetal.
Entretanto, um mesmo antagonista pode atuar por varios mecanismos contra determinado
patdgeno, o que para o controle biolégico € uma caracteristica altamente favoravel (Bettiol &
Ghini, 1995, Harman, 2011).

Segundo Benitez et al. (2004) e Amorim et al. (2011), antibiose é definida como a
interacdo entre organismos na qual individuos de uma populacdo secretam metabolitos
volateis ou ndo-volateis capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento dos individuos de
uma populacéo de outra espécie. Esses metabolitos sdo usualmente denominados antibidticos.
Ha na literatura relatos de pelo menos 100 diferentes antibi6ticos, com capacidade de inibigdo
sobre diversas espécies de fungos fitopatogénicos, secretados por Trichoderma virens, por
exemplo, produz dois antibioticos efetivos contra patdgenos de solo: gliotoxina, que inibe o
crescimento de Rhizoctonia e de Sclerotium, e gliovirina, capaz de inibir Pythium e
Phytophthora.

Outra forma de interagdo antagbnica é a competi¢do, considerada pré-requisito para
qualquer agente de CB, ou seja, o agente controlador deve ser capaz de crescer de maneira

mais eficiente que o patdgeno no local da infeccdo, para que o controle seja adequado
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(Amorim et al., 2011). Competicéo, segundo Bettiol & Ghini (1995), refere-se a interagéo
entre dois ou mais organismos empenhados numa mesma agdo ou substrato, disputando
recursos especificos, tais como espaco, nutrientes, agua e luz. Como exemplos ilustrativos
desse mecanismo, citam-se espécies de Trichoderma capazes de mobilizar e absorver
prontamente os nutrientes a sua volta e de utilizar diferentes fontes de carbono, desse modo,
multiplicando-se e colonizando rapidamente a rizosfera (Harman, 2004). Além disso, vérias
espécies desse género se caracterizam por apresentarem resisténcia a diferentes compostos
toxicos, tanto aqueles produzidos e liberados pelas plantas em resposta ao ataque por
patdgenos, quanto agrotdxicos comumente utilizados na agricultura (Chet et al., 1997;
Benitez et al., 2004; Harman, 2006). Esse mecanismo, embora importante, é extremamente
dificil de ser comprovado experimentalmente (Harman, 2000).

Parasitismo designa a relagéo nutricional entre dois seres vivos em que um deles, o
parasita, obtém todo ou parte de seu alimento as custas do outro, o hospedeiro. Quando o
hospedeiro € um fitopatdgeno, o parasita é designado hiperparasita. Varios sdo o0s
microrganismos com essa habilidade, mas o uso como controladores bioldgicos sé é aceito se
esse antagonista for capaz de atingir as estruturas-alvos antes que o dano seja causado a
planta. Na maioria das vezes, pois, tais estruturas sdo produzidas depois do aparecimento do
sintoma e, consequientemente, do dano, e isso explica o porqué das raras selecOes de
hiperparasitas para esse fim. Por outro lado, patégenos que habitam o solo antes da presenca
da hospedeira sdo passiveis de controle com hiperparasitas (Amorim et al., 2011). Segundo
Benitez et al. (2004), o micoparasitismo como acdo direta de um fungo contra outro fungo
compreende um complexo processo envolvendo eventos sequenciais, incluindo
reconhecimento, ataque e a subsequente penetracéo, seguida de morte do hospedeiro. Chet et
al.(1998) sugerem que esse complexo processo antagdnico inicia-se com 0 crescimento

quimiotrépico de Trichoderma em resposta a algum estimulo liberado da hifa do hospedeiro.
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Quando o contato fisico entre micoparasita e hospedeiro é estabelecido, as hifas do primeiro
aderem-se por meio de estruturas especializadas denominadas “‘apressorios’ e enovelam-se ao
redor das hifas do hospedeiro (Chet et al., 1998). Esse contato fisico é o disparador para
liberagdo, pelo hiperparasita, de enzimas hidroliticas degradadoras dos componentes da
parede celular do hospedeiro, facilitando a penetragdo (Chet et al., 1998). O micoparasita,
entdo, penetra no limen da hifa do hospedeiro, onde assimila e metaboliza o contetido
protoplasmatico, utilizando seu aparato enzimatico (Amorim et al., 2011). Os fungos do
género Trichoderma séo considerados excelentes hiperparasitas, atacando hifas e estruturas de
reproducdo e sobrevivéncia dos patdgenos de plantas, assim reduzindo a capacidade infectiva
e 0 indculo do patdgeno para infeccBes subsequentes (Bettiol & Ghini, 1995).

Inducdo de resisténcia € um mecanismo de controle bioldgico indireto, onde a planta
responde a agressdo dos patdgenos atraves da ativacdo dos mecanismos latentes de
resisténcia. Esse processo ocorre quando as plantas expostas a um agente indutor, bidtico ou
abiotico, tém seus mecanismos de defesa ativados, ndo apenas no sitio de indugdo como
também em outros locais distantes, de forma mais ou menos generalizada (Romeiro, 1999).
Essa ativacdo pode durar periodos de tempo varidveis. Com a ativagdo destes a planta pode
produzir fitoalexinas, lignina adicional das células e compostos fendlicos (Horsfall &
Cowling, 1980; Bailey, 1985; Amorim et al., 2011).

A promocéo de crescimento ocasionada por microrganismos do solo ocorre devido a
acdo de vérios fatores. Pode envolver producdo de hormdnios vegetais, produgdo de vitaminas
ou conversdo de materiais organicos e inorganicos a uma forma util para a planta,
favorecendo a absorcéo e a translocagdo de minerais. A planta bem nutrida resiste melhor a
infeccBes (Gravel et al., 2007). Vérios estudos tm demonstrado a capacidade que certos
isolados de Trichoderma possuem em promover o crescimento de plantas. Melo (1996),

demonstrou que duas linhagens mutantes de T. koningii antagonicas a S. sclerotiorum eram
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eficientes produtoras de celulase, além de promoverem emergéncia e acimulo de massa seca
em plantulas de pepino. Este grupo de fungos também atua como bioestimulante do
crescimento radicular, pois promove o desenvolvimento de raizes devido & secrecdo de
fitohormdnios, o que permite uma melhor assimilacdo de nutrientes e 4gua, aumentando a
resisténcia em situacOes de estresse. Também a solubilizagdo de fosfato e, por conseguinte,
disponibilizacdo de fdésforo para as plantas é um importante fator de promocdo do

crescimento. Fosforo € um macronutriente essencial para desenvolvimento das plantas

(Gravel, 2007; Harman, 2011).

Uso do Trichoderma na cultura do tomate

Existem varios estudos relacionando o uso de fungo do género Trichoderma no
controle de doencas causadas por patdégenos de solo e promocéo de crescimento de plantas de
tomate. Como exemplo, citam-se trabalhos desenvolvidos por Ishimura et al. (2008), com
dois isolados de T. harzianum, onde obteve-se o incremento de até 57% na produtividade final
das plantas de tomate. Nzanza et al. (2011) relataram que isolados desse grupo de fungos
foram testados quanto ao sinergismo com fungos micorrizicos arbusculares. Nas plantas
tratadas com essa combinagdo flngica foi observado um incremento no crescimento da parte
aérea e das raizes e colonizagdo da superficie radicular (rizocompeténcia). Nessa mesma linha
de pesquisa, Morsy et al. (2009) testaram T. viride e Bacillus subtilis no controle de Fusarium
solani em tomate, com resultados satisfatorios, tanto no controle do patégeno quanto na
promogdo de crescimento, no aumento de produtividade e na melhoria da qualidade
nutricional das plantas.

Alfano et al. (2006) mostrou que inducéo de resisténcia é um beneficio que pode ser
conseguido em plantas de tomate quando inoculadas com T. hamatum linhagem 382. Esses

autores relataram mudancas sistémicas induzidas nas plantas como a expressdo génica e
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formacdo de proteinas relacionadas a patogenicidade, conferindo as plantas resisténcia a

doengas e ao estresse ambiental, além de melhoria na qualidade nutricional.
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MATERIAL E METODOS

Isolados do patégeno e do antagonista

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratério de Fitopatologia do Prédio de
Controle Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN).
Utilizaram-se 34 isolados de Trichoderma, dos quais 13 isolados (CEN1068, CEN1069,
CEN1070, CEN1071, CEN1072, CEN1073, CEN1074, CEN1075, CEN1076, CEN1077,
CEN1078, CEN1079 e CEN1080) foram obtidos a partir de amostras de solo coletadas em
area de cultivo de tomate na Embrapa Hortalicas (CNPH) localizada em Brasilia (DF). Os
demais isolados - quatro identificados como T. harzianum (CEN126, CEN141, CEN169, e
CEN201), um como T. asperellum (CEN162), outro como T. pseudokoningii (CEN209) e
outro como T. longibrachiatum (CEN280), além de 14 isolados ainda sem designagdo de
espécie (CEN129, CEN155, CEN161, CEN170, CEN194, CEN219, CEN223, CEN273,
CEN281, CEN287, CEN288, CEN289, CEN290 e CEN316) - ja se encontravam cadastrados
na Colecdo de Fungos para Controle de Fitopatogenos e de Plantas Daninhas da Embrapa/
CENARGEN. Esses dltimos 21 isolados foram selecionados com base em resultados
preliminares obtidos no controle do mofo-branco (S. sclerotiorum) e podriddo do colo do
feijoeiro (S. rolfsii) por outros membros da equipe.

Nos ensaios de biocontrole, foram utilizados os isolados CEN217 e CEN216 de S.
sclerotiorum e de S. rolfsii, respectivamente, os quais também estdo sendo mantidos na

Colecdo, através da preservagdo em nitrogénio liquido.
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Isolamento de Trichoderma a partir de amostras de solo e preservagdo dos isolados
obtidos

As coletas foram realizadas em campos de tomate (Figura 1), retirando-se solo na base
das plantas, & distancia aproximada de 5 cm do colo e de 0-10 cm de profundidade. As
amostras, acondicionadas em sacolas plasticas, foram identificadas e armazenadas a sombra,
até o transporte ao laboratério, onde foram destorroadas. Aliquotas de 10 g de cada uma delas
foram tranferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL e adicionadas de 90 mL de solugéo
(esterilizada) de Tween 80 0,05%. Os frascos contendo as amostras foram selados com
parafilme e submetidos & agitacdo por 40 minutos (200 rpm), & temperatura de 25 °C (z 2 °C).
Foram entdo obtidas as diluicbes seriadas conforme Dhingra & Sinclair (1985) para
plagueamento. Cerca de 100 pL de diluicdo foram espalhadas sobre a superficie do meio de
Martin (1 g - Fosfato de Potassio Monobéasico (KH,PO.); 0,5 g - Sulfato de Magnésio
Heptahidratado (MgSO47H;0); 5 g - Peptona; 10 g - Dextrose; 15 g - Agar; 0,03 g - Rosa de
Bengala; 0,250 g - Chloramphenicol e Agua destilada para completar 1000 mL) com o auxilio
de uma alga de Drigalsky previamente flambada.

Para cada amostra de solo foram realizadas trés repeti¢bes. As culturas foram mantidas
em incubadora (Fanen, mod. 347) a 25 °C no escuro. Depois de dois dias de incubacdo, as
placas foram transferidas para outra incubadora, com fotofase de 12 horas e mesma
temperatura. A partir de entdo, as placas foram observadas diariamente e colbnias tipicas de
Trichoderma (Figura 2) foram transferidas para meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Nesta
etapa, as culturas foram mantidas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Apos trés a
sete dias de incubacdo, foram confeccionadas laminas para exames das caracteristicas
morfoldgicas ao microscopio optico e identificacdo do fungo em nivel genérico. As coldnias
confirmadas como sendo de Trichoderma spp. foram purificadas e obtiveram-se as culturas

monosporicas, as quais foram utilizadas nos trabalhos subsequentes.
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Para obtencdo das culturas monospdricas, retiraram-se, com o auxilio de uma haste
metalica previamente flambada, pequenas aliquotas de esporos das col6nias de Trichoderma.
Essas pequenas massas de esporos foram depositadas em um tubo de ensaio contendo 10 mL
de solucdo de Tween 80 0,05% e agitadas em vortex por aproximadamente 10 segundos.
Aliquotas de 1 mL de suspensdo de esporos foram depositadas em outros tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucdo de Tween 80 0,05% e assim sucessivamente por quatro vezes,
sempre com agitacdo em vortex a cada diluicdo. Finalmente, aliquotas de 100 pL de
suspensdo final foram espalhadas sobre a superficie de meio Martin contido em placas de
Petri. As culturas preparadas dessa forma foram incubadas por 12 horas a 25 °C (x 2 °C), sem
fotofase. As culturas puras formadas a partir de um Unico esporo foram transferidas
individualmente para 0 meio BDA em tubos de ensaio e armazenadas em geladeira até o uso.

Foram obtidos das amostras coletadas, 13 isolados (Tabela 1), que somados aos 21

(Tabela 2) selecionados da colecdo do CENARGEN, totalizaram 34 isolados.

Figura 1: A — Campo do CNPH com plantio de tomate e B — Plantio de tomate em estufa

CNPH. Areas de coleta de amostras de solo para isolamento de Trichoderma.
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Figura 2: A — Isolamento de fungos do solo e B — Coldnias de Trichoderma obtida.

Tabela 1: Isolados de Trichoderma obtidos de solo rizosférico de tomateiro.

Isolado
Cultura Local de coleta
(nomenclatura atual)
CEN1068 Tomate CNPH
CEN1069 Tomate CNPH
CEN1070 Tomate CNPH
CEN1071 Tomate CNPH
CEN1072 Tomate CNPH
CEN1073 Tomate CNPH
CEN1074 Tomate CNPH
CEN1075 Tomate CNPH
CEN1076 Tomate CNPH
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CEN1077 Tomate CNPH
CEN1078 Tomate CNPH
CEN1079 Tomate CNPH
CEN1080 Tomate CNPH

Tabela 2: Isolados de Trichoderma selecionados da colecdo de Fungos para Controle

Bioldgico de Fitopatdgenos e Plantas Daninhas, utilizados neste trabalho.

Isolado Espécie Cultura Local de coleta
CEN126 T. harzianum Cacaueiro

CEN129 T. harzianum Cacaueiro

CEN141 T. harzianum Soja Orizona-GO
CEN155 T. harzianum Milho Orizona-GO
CEN161 T. asperellum Arroz Goianira-GO
CEN162 T. asperellum Arroz Goianira-GO
CEN169 T. harzianum Sorgo forrageiro Rio Verde-GO
CEN170 T. harzianum Milho Rio Verde-GO
CEN194 T. harzianum
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CEN201 T. harzianum Vochysiaceae Goiatins/Itacara-MT
CEN209 T. pseudokoningii Copaifera Planaltina-DF
CEN219

CEN223 T. harzianum Algodéo

CEN273 Algodéo Rio Preto-DF
CEN280 T. longibrachiatum | ----

CEN281 T. harzianum Algodéo Rio Preto-DF
CEN287 T. harzianum Algodéo Rio Preto-DF
CENZ288 T. harzianum Algodéo Rio Preto-DF
CEN289 T. harzianum Algodéo Rio Preto-DF
CEN290 T. harzianum Algodéo Rio Preto-DF
CEN316 T. harzianum Algodéo Rio Preto-DF

Teste de patogenicidade e reisolamento do patégeno

No intuito de testar a patogenicidade dos isolados de S. sclerotiorum e S. rolfsii ao
tomate, foram feitos ensaios segundo metodologia proposta por Barbosa et al. (2010). Os
patdgenos foram multiplicados em substrato sélido (arroz parboilizado), previamente
umedecido com agua destilada (60% v/v) e autoclavado a 120 °C durante 20 minutos. Apos
resfriamento, os frascos Erlemeyer contendo substrato receberam discos de micélio
colonizados pelos patégenos, separadamente, e foram mantidos em incubadora por um

periodo de 15 dias, a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Arroz assim colonizado
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foi incorporado ao solo autoclavado na proporcdo de 10 gramas/kg de solo. Ap6s 24 horas,
plantulas de tomate tipo Italiano var. “San Vito” (apresentando duas folhas compostas),
produzidas em bandeja de isopor com substrato Germinar®, foram transplantadas para vasos
com 500 mL de volume. As avaliacGes foram realizadas 14 dias ap6s o transplante das mudas,
determinando-se 0 nimero de plantas tombadas e ocorréncia dos sintomas de necrose e
murcha. A partir de esclerédios encontrados nas plantas doentes, procedeu-se o reisolamento
do patégeno. Esclerddios obtidos dessas culturas (Figura 3) foram desinfetados em solucéo de
hipoclorito 5%, colocados em placa contendo meio de cultura BDA e incubados nas
condicdes descritas no item anterior, para producdo de culturas puras do patdgeno.

Com a realizagdo dos testes de patogenicidade foi possivel certificar-se de que, tanto o
isolado CEN216 de S. rolfsii quanto o0 CEN217 de S. sclerotiorum sdo patogénicos a cultura
do tomate (Figura 3), uma vez que colonizaram os tecidos da hospedeira com consequentes
lesbes, necrose, tombamento e morte de plantas. Esses sintomas observados condizem com
descricGes encontradas na literatura (Kimati et al., 2005; Punja; 1985 e Gabor & Wiebe,

1997).

Figura 3: Teste de patogenicidade. A — Constricdes do colo das plantas de tomate causadas

por Sclerotium rolfsii; B — Imagem aproximada da figura ‘A’ com setas apontando para
esclerddios em formagdo; C — Esclerddio sendo formado externamente a haste da planta de

tomate e D — Formagéo de esclerddios no interior da haste do tomateiro (talo-oco).
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Avaliagdo do antagonismo de Trichoderma spp. contra Sclerotinia sclerotiorum e
Sclerotium rolfsii em cultivo pareado

O potencial antagbnico de Trichoderma spp. contra S. sclerotiorum e S. rolfsii foi
avaliado pela técnica de pareamento de culturas (Dennis & Webster, 1971). Isolados tanto
dos patdgenos quanto dos antagonistas foram multiplicados em meio BDA, a 25 °C e fotofase
de 12 horas, durante 7 dias. Discos de &gar (5 mm de didmetro) contendo as estruturas
fungicas retirados das culturas puras dos patégenos e dos antagonista foram depositados
diametralmente opostos em placas contendo 0 mesmo meio e incubadas nas mesmas
condicdes descritas. Como controle, foram preparadas placas de BDA, contendo somente o
patdgeno. Para cada isolado de Trichoderma foram realizadas trés repetices. As avaliacfes
foram realizadas aos sete dias de cultivo, atribuindo-se notas de acordo com escala
estabelecida por Bell et al. (1982):

Nota 1-sobreposicdo de Trichoderma, que colonizou toda a superficie do meio e
reduziu a colnia do patdgeno; Nota 2-sobreposicdo de Trichoderma, que colonizou pelo
menos 2/3 da superficie do meio; Nota 3-Trichoderma e patégeno colonizaram mais que 1/3 e
menos que 2/3 da superficie do meio; Nota 4-patdgeno colonizou ao menos 2/3 da superficie
do meio e resistiu & invasdo por Trichoderma; Nota 5-sobreposicdo do patdégeno que

colonizou toda a superficie do meio.
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Figura 4: Representacdo da escala de notas proposta por Bell et al. (1982).

As estruturas das zonas de confronto dos dois fungos foram analisadas com o auxilio
de Microscopio Optico (Olympus BX40), com lente de aumento de 40X. Para tanto, laminas
contendo fragmentos dessas estruturas de confronto entre os fungos foram confeccionadas e
observadas quanto a presenca de enrolamento, plasmolise de hifas, crescimento de hifas
paralelas, bem como alteragGes estruturais destas hifas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais constituiam de uma placa, foram realizadas trés repeticGes e o experimento foi

realizado duas vezes.

Interacdo de Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii e Trichoderma spp. ao
microscopio eletrénico de varredura

Estudos mais detalhados da interacdo entre isolados de Trichoderma e patdgenos
foram conduzidos pela técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando

amostras provenientes do pareamento de culturas, com 11 isolados do antagonista. Para tanto,

25



discos de BDA (5 mm de didmetro) provenientes de &reas do confronto entre as coldnias de
isolados de Trichoderma spp. e dos patdgenos (S. sclerotiorum e S. rolfsii) foram removidos e
submetidos ao procedimento descrito por Bossola & Russel (1998), adaptado por Alves
(2004), a seguir: tratamento com solugdo fixadora (glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2%,
em tampé&o cacodilato 0,05 M a pH 7,2) para fixagdo a 4 °C durante 24 horas, seguido de 4
lavagens com tampéo cacodilato 0,05 M (pH 7,2) e pos-fixados durante 1 hora a 4 °C com
tetroxido de 6smio (OsO4) 1% em tampdo cacodilato 0,01 M (pH 7,2).

As amostras foram entdo lavadas trés vezes com agua destilada, e desidratadas em
gradiente crescente de acetona (30, 50, 70, 80, 90 e duas vezes de 100%). Para secagem ao
ponto critico, utilizou-se didxido de carbono no secador Elmitech Critical Point Drayer K850.
Os suportes contendo o material foram metalizados com ouro, utilizando corrente de 25 mA,
em atmosfera de ar de 1.10-2 mbar durante 2°30”. As imagens foram obtidas no Laboratério
de Microscopia Eletronica de Varredura do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Brasilia. As visualizagdes foram realizadas ao microscopio eletrénico JEOL JSM-700 1 F.

Foram tomadas micrografias de alteracdes indicativas de hiperparasitismo.

Avaliacdo do efeito inibidor de metabdlitos volateis produzidos por Trichoderma spp.
sobre Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii

Para avaliacdo do efeito inibidor de metabolitos voléateis dos isolados de Trichoderma
sobre S. sclerotiorum e S. rolfsii, realizaram-se testes com base na metodologia descrita por
Dennis & Wester (1971b) com modificages. Para montagem de cada unidade amostral do
experimento, duas placas de Petri contendo meio de cultura BDA receberam individualmente
discos de 4gar (5 mm de didmetro) retirados de colbnias do patdgeno e do antagonista. As
placas foram mantidas na incubadora por 7 horas nas condi¢fes anteriormente descritas.

Decorrido esse periodo inicial de incubacéo, as placas foram destampadas e bases contendo o
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antagonista e o patdgeno foram, sobrepostamente unidas com filme de PVC, para impedir o
escape de metabdlitos volateis (Figura 5). As unidades experimentais, agora formadas por
duas bases de placas, obrigatoriamente com a base inferior inoculada com o antagonista,
foram mantidas nas mesmas condi¢des de incubagdo. Como testemunha, foram sobrepostas
uma base contendo o patégeno e outra contendo apenas meio BDA. A avaliacdo do
crescimento micelial foi realizada quando toda a superficie do meio nas parcelas testemunhas,
ou seja, naquelas cujas bases inferiores continham meio BDA, apresentaram-se recobertas
pelo patdgeno.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais constituiam de dois fundos de placa unidos com filme pléastico, foram realizadas

trés repeticdes e o experimento foi realizado duas vezes.
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Figura 5: A - Vista geral do ensaio de producdo de metabdlitos volateis; B — Colbnias de

Trichoderma spp. nas placas inferiores de cada unidade experimental; C — Detalhe da
execucdo do experimento e D — Placa superior inteiramente colonizada pelo patdgeno

Sclerotinia sclerotiorum, ao final do experimento.

Avaliacdo do efeito inibidor de metabdlitos nédo-volateis produzidos por Trichoderma
spp. sobre Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii

Testes com isolados do antagonista foram também realizados para avaliacdo da
inibicdo do crescimento do patdgeno por metabdlitos ndo-volateis, com base na metodologia
descrita por Agrawal et al. (1977), com modificacOes. Isolados de Trichoderma foram
cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido & base de
batata-dextrose. Utilizaram-se 5 discos de agar (5 mm de diametro) por frasco, retirados de
culturas de Trichoderma desenvolvidas em BDA, com cinco dias de idade. A incubagédo foi

realizada em agitador orbital (Lab-line incubator-shaker modelo NT 711), a 150 rpm, a
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temperatura de 25 °C (+ 2 °C), na auséncia de luz. Apds sete dias, a parte liquida foi coletada
por filtracdo em papel de filtro e levada a ambiente estéril onde foi novamente filtrada com o
auxilio de membranas de celulose (0,45 pm). O “metabdlito” assim esterilizado foi
incorporado ao meio BDA autoclavado, a razdo de de 25% (v/v). Para cada isolado de
Trichoderma, foram preparadas trés placas com o filtrado de colonias, totalizando 105 placas
para cada isolado de patdgeno. As placas de Petri com o meio receberam ao centro, um disco
de cultura do patégeno e foram a seguir incubadas a 25 °C (+ 2 °C). A testemunha consistiu de
placas contendo meio BDA sem filtrado de colonias de Trichoderma, inoculadas com discos
dos patdgenos. As medicOes do crescimento radial foram tomadas quando toda a superficie do
meio nas placas testemunhas se apresentou completamente recoberta por micélio do patdgeno.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais constituidas de uma placa; foram realizadas trés repeti¢des e o experimento foi

realizado duas vezes.

Efeito de Trichoderma spp. na germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas
de tomate

Sementes de tomate tipo italiano var. “San Vito” foram tratadas com Trichoderma via
suspenséo de conidios com os isolados do antagonista previamente selecionados.

O tratamento consistiu na imersdo das sementes por 24 horas (as testemunhas foram
submersas em agua) em suspensao de esporos de Trichoderma. Os esporos para o preparo das
suspensdes foram obtidos de culturas do fungo desenvolvidas em meio BDA, a 25 °C (x 2
°C), sob luz constante por sete dias. A concentracdo de esporos foi ajustada para 6x10°
conidios mL™. As sementes, ap6s o tratamento, foram semeadas em caixa tipo gerbox sobre
duas folhas de papel de filtro umedecidos com &gua destilada estéril. Distribuiram-se 25

sementes de tomate por gerbox. Diariamente o papel de filtro foi umedecido com &gua
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destilada e esterilizada. Apds 72 horas, foi determinado o nimero de sementes germinadas e
ndo germinadas e, apds 10 dias, 0 nimero de sementes com germinagdo normal, germinacéo
anormal e nimero de sementes mortas, medindo-se também o comprimento da radicula e do
hipocétilo. Foram consideradas como germinacdo anormal todas as plantulas que
apresentaram o hipocétilo apodrecido, danificado, auséncia de hipocétilo ou auséncia da raiz
priméria (Nakagawa, 1999).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais constituidas de uma placa tipo gerbox com 25 sementes; foram realizadas trés

repeticoes.

Promocao de crescimento de plantas de tomate em casa de vegetacéo

Este experimento foi conduzido com vasos plasticos de 500 mL de capacidade, 0s
quais foram preenchidos com solo autoclavado e irrigados com 25 mL de suspensdo 6x10’
conidios mL™ de Trichoderma. Oito sementes de tomate tipo italiano var. “San Vito” foram
semeadas em cada vaso, apds a aplicacdo do antagonista. Utilizaram-se 22 isolados de
Trichoderma selecionados nos testes realizados em laboratério. Quatorze dias apo6s a
emergéncia das plantulas, foram obtidas as medidas de comprimento de raiz, parte aérea e
peso seco de raiz de nove plantas por tratamento. Para obtencdo do peso seco das raizes, essas
foram encaminhadas para o laboratério onde efetuou-se secagem em estufa a uma temperatura
de 60 °C por um periodo de trés dias, ap6s secagem, essas foram pesadas em balanca de
precisdo e seus valores de peso seco anotados. As medidas de comprimento foram efetuadas
para cada planta separadamente, escolhidas aleatoriamente, sendo trés plantas de um mesmo
vaso. Para efeito comparativo foi adicionado ao experimento mais um tratamento, o controle

negativo, constituido por sementes ndo tratadas, semeadas em solo autoclavado.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais constituidas de um vaso com oito plantas; foram realizadas trés repeticOes e o

experimento foi realizado duas vezes.

Avaliacdo dos isolados de Trichoderma quanto & rizocompeténcia em plantas de tomate
em casa de vegetacéo

Os isolados de Trichoderma que apresentaram melhor potencial antagonico nos
experimentos de promogdo de crescimento de plantas foram avaliados quanto &
rizocompeténcia. Sementes de tomate tipo italiano var. “San Vito” foram esterilizadas
superficialmente com solucdo de hipoclorito de sodio (5%), lavadas duas vezes com &gua
destilada esterilizada e, entdo, submersas em suspensdo de conidios (5 x 10® conidios mL™)
por um periodo de 24 horas para adesdo desses a superficie das sementes. Para compor as
testemunhas, sementes de tomate foram ao mesmo tempo tratadas de forma idéntica as
descrigdes anteriores, diferindo apenas na etapa de microbiolizacdo, visto que, essas foram
submersas apenas em agua destilada esterilizada sem a presenca de conidios de Trichoderma.
Em casa de vegetacdo, onde a temperatura se manteve entre 15 e 39 °C e a umidade entre 70 e
80%, com fotofase de 12 horas, 10 sementes foram plantadas em vaso contendo 5009 de solo
esterilizado.. Apds duas semanas de crescimento nessas condi¢des, as plantas foram colhidas.
As raizes foram removidas do solo, sacudidas para a eliminagao do solo frouxamente aderido
e cortadas em fragmentos usando bisturi estéril. Os fragmentos de raizes com o solo
fortemente aderido foram secos ao ar e pesados. Para amostragem da microflora da rizosfera,
19 de raiz foi levado para ambiente estéril e mantido em tubos de ensaio contendo 9 mL de
solucdo estéril de Tween 80 0,05%, sob agitacdo em aparelho ultrassdnico por dois minutos.
Apo6s agitacdo, a suspensdo foi submetida a diluicbes seriadas segundo a metodologia de

Dhingra & Sinclair (1985) modificada até a obtencéo de suspensdes com diluigdes de 10, 10
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% e 10™ Aliquotas de 100uL dessas suspensées diluidas foram espalhadas com o auxilio de
uma alga de Drigalski, previamente flambada, em meio Martin (seletivo para Trichoderma).
Para cada isolado foram preparadas nove placas (trés para cada diluigdo), as quais foram
vedadas com filme plastico e mantidas na incubadora, em auséncia de luz, a temperatura de
incubacdo foi de 25 °C (+ 2 °C), durante trés dias .Passado esse periodo, as placas foram
transferidas para outra incubadora com fotofase de 12 horas e as demais condic¢Oes idénticas
as anteriores. Para amostragem do rizoplano, os segmentos de raizes foram lavados com &gua
corrente de torneira. Os segmentos de raizes foram secos ao ar e, posteriormente, realizaram-
se as diluicbes seriadas e plagueamentos como no tratamento anterior. Para ambos os
tratamentos foram utilizadas duas repetigdes.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais, constituidas de uma placa; foram realizadas trés repeti¢des e o0 experimento foi

realizado duas vezes.

Avaliagdo da supressdo do tombamento de plantas de tomate por isolados de
Trichoderma contra Sclerotium rolfsii em casa de vegetagéo

Para realizagdo deste experimento, os isolados de Trichoderma previamente
selecionados segundo os testes ja realizados para esta finalidade, foram inoculados em placas
de Petri contendo meio BDA. As coldnias foram incubadas & temperatura de 25 °C (+ 2 °C)
em presenca de luz, durante sete dias, para producéo de esporos. Para extragdo dos esporos,
foram adicionados as placas de Petri 20 mL de solucdo de Tween 80 0,05%. A suspensdo
obtida foi utilizada para contagem de esporos com o auxilio de uma cAmara de Neubauer, sob
microscopio Gtico. A suspensdo foi ajustada para 6x10" conidios mL™ de Trichoderma. Ja a
multiplicacdo dos isolados dos patégenos foi realizada segundo metodologia adaptada de

Serra e Silva (2005), onde 300 g de arroz parboilizado foram acondicionados em sacolas
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plasticas autoclavaveis, umedecidos com agua destilada a 60% do peso (180 mL), para cada
sacola. O substrato assim preparado foi autoclavado a 120 °C por um periodo de 20 min e,
apos resfriamento, foi inoculado com cinco discos (0,5 mm de didmetro) de BDA contendo
micélio do patdgeno. Utilizaram-se coldnias de S. rolfsii com sete dias de incubacdo a 25 °C
(x 2 °C) e fotofase de 12 horas. As sacolas plasticas contendo o substrado inoculado foram
também mantidas a temperatura de 25 °C (x 2 °C) e fotofase de 12 horas, durante 15 dias. A
cada dois dias as embalagens foram movidas suavemente para homogeneizagdo dos micélios
dos fungos sobre o substrato de arroz.

Concomitante & produgdo dos antagonistas e patdgenos, foram preparadas sementes-
pré-germinadas de tomate tipo italiano var. “San Vito” para utilizagdo no experimento. Para
tanto, as sementes foram microbiolizadas com os isolados de Trichoderma e acondicionadas
em caixas gerbox para germinacdo por um periodo de 3 dias em incubadora com fotofase de
12 horas e temperatura de 25 °C (z 2 °C). As testemunhas foram também pré-germinadas nas
mesmas condigdes anteriores, mas, sem a microbiolizacdo com isolados de Trichoderma.

Produzidos antagonista, patégeno e hospedeiro, o ensaio foi montado segundo
metodologia de Barbosa et al. (2010), com modificacdes, em casa de vegetagdo (temperatura
de 14-35 °C, umidade préxima a 80% e fotoperiodo de 12 horas), em copos descartaveis de
400 mL preenchidos com solo autoclavado. Cada copo recebeu 20 mL de suspensdo de
conidios (6x10” conidios mL™) e, ap6s 48 horas, 4 g de arroz colonizado pelo patogeno.
Preparado o sistema (solo-antagonista-patdgeno) este ficou em repouso por mais um periodo
de trés dias, quando por fim foram distribuidas cinco sementes germinadas de tomate por
copo. Para validacdo do experimento dois tipos de testemunha foram juntamente instalados, a
Testemunha apenas com o patégeno e sem Trichoderma e outra a Testemunha absoluta sem

patdgeno e sem Trichoderma. Ap6s 11 e 17 dias de cultivo, avaliou-se o crescimento das
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plantas de tomate, taxa de mortalidade e presenca de lesdes. Para cada isolado de
Trichoderma foram utilizadas trés repeticoes.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e as unidades
experimetais, constituidas um vaso com cinco plantas de tomate; foram realizadas trés

repeticoes e o experimento foi realizado duas vezes.

Caracterizacdo molecular dos isolados de Trichoderma

Extracdo de DNA gendmico

A identificacdo de isolados de Trichoderma, usando marcador molecular, foi realizada
com DNA gendmico total dos isolados. Extraido o DNA, procedeu-se a amplificacéo e
sequienciamento das regides 1TS1, 5,8S e ITS2 do rDNA e anélise das seqiiéncias em banco de
dados. Para a extragdo do DNA gendmico total, os isolados monospdricos foram crescidos em
50 mL de BD liquido (caldo de 200 g de batata e 20 g de dextrose em 1 L de &gua) por 3 dias a
25 °C (2 °C). A suspensao fungica foi filtrada e o micélio foi macerado em nitrogénio liquido
usando pistilo e almofariz de porcelana. Apds a maceracdo, o0 DNA gendmico foi extraido pelo
método fenol-cloroféormio (Reader & Broda, 1985), onde foram homegeneizados 50 mg de
micélio macerado em 500 pl de tampdo de extracdo Tris HCI (Invitrogen) 200 mM, EDTA
(Vetec) 25 mM e SDS 0,5% pH 7,0). Em seguida foram adicionadas 350 pL de fenol (Sigma-
Aldrich). Posteriormente, adicionou-se 150 pL de cloroférmio (Vetec), misturando-se o
contetdo do tubo por inversdo, até alcancar uma textura leitosa, iniciando-se nesta fase a
degradacéo do material protéico. Esta mistura foi centrifugada (eppendorf) a 14.546,7 g por 30
minutos em centrifuga refrigerada a temperatura de 4 °C. Ap6s a centrifugagéo, colheu-se no
méaximo 750 pL da fase aquosa superior, transferiu-se o liquido para um tubo com volume de

1,5 mL, acrescentou-se 10 pL de RNAse (Invitrogen) (1U/ pL), incubando-se & 37 °C por 30
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minutos. Para a eliminagdo das proteinas residuais, acrescentou-se igual volume de
cloroférmio, misturando-se o contetdo suavemente por inversdo seguido de centrifugacdo por
10 minutos a 14.546,7 g. Em seguida, transferiu-se a fase aquosa superior para novos tubos,
seguido da adic&o de isopropanol (Vetec) gelado na proporgéo de 54% do volume da solugéo
para a precipitacdo do DNA. Efetuou-se nova centrifugagdo por 15 segundos a 2.151,9 g e
descartou-se o sobrenadante. Para a remoc¢éao das impurezas do DNA, o precipitado foi lavado
com 200uL de etanol (Vetec) 70% a 4 °C, centrifugado por 1 minuto e novamente 0
sobrenadante foi descartado. A secagem do precipitado de DNA foi realizada em speedvacuum
(Eppendorf Concentrator 5301) por 10 a 15 minutos e em seguida ressuspendido em 50 pL de
tampdo TE (10 uM Tris-HCI, pH 8,0 e 1 uM EDTA). O DNA purificado foi submetido a
electroforese em gel de agarose (Invitrogem) 1% (5 V/cm), corado em solucdo de brometo de
etidio e fotodocumentado em luz UV. A quantificacdo do DNA gendmico total foi realizada

por meio de comparagdo com marcador 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

Amplificacdo por PCR e sequenciamento

Para a caracterizagdo taxonémica dos isolados de Trichoderma spp., utilizaram-se 0s
oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5’TTC CGT AGG TGA ACC TGC GG 3’) e ITS4 (5’
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al., 1990). A reacdo totalizou 25uL
contendo 4 pl com a concentragdo de 5 ng/ul de DNA, 2,5 de tampdo 10x na concetracdo final
de 1x, 0.5 ul de DNTP 10 mM (0,2 nM de cada), 0,75ul de MgCI2 50 mM, oligonucleotideos
iniciadores 10mM ITS1 e ITS4 (0,5mM cada), 0,125 ul de Tag DNA polimerase (0,5 U/ pl) e
agua ultrapura para completar o volume final da reacdo. As reacbes foram realizadas em
termociclador MJ Research, INC. PTC — 100MT, sob as seguintes condicdes térmicas: 94 °C
por 4 min, 39 ciclos de 94 °C por 1 min, 56 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e 72 °C por 8 min.

Ao final da reago, o produto foi mantido a 4 °C. Um controle negativo sem DNA foi incluido
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nas amplificagdes do PCR. Os fragmentos amplificados e o controle foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,0 %, em tampdo TBE 0,5x contendo brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado atravéz do sistema Canon.

Todos os produtos obtidos pela PCR foram purificados e sequenciados pela empresa
Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). Os iniciadores utilizados para a reagdo de
sequenciamento foram os mesmos descritos anteriormente para as reacdes da PCR.

As sequiéncias obtidas foram comparadas com a sua fita complementar gerando-se
uma fita seqliéncia de consenso processada pelo programa DNA sequence assembly BASER

software 2,93 (http://www.dnabaser.com/index.html) e submetidas a analise comparativa no

banco de dados por meio do basic local alignment search tool (BLAST) no NCBI,
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), o qual utiliza 0 método heuristico para encontrar o melhor
score de alinhamentos locais entre a sequéncia submetida e o banco de dados. As sequéncias
foram submetidas também ao TrichoBLAST, site de submiss&o internacional em taxonomia de

Trichoderma e Hypocrea (ISTH, http://www.isth.info/). ISTH é um banco de dados

publicamente disponivel que permite o diagndstico de sequéncias nucleotidicas com
ferramentas de busca de similaridade, que cobre a maioria das espécies geneticamente

caracterizadas das espécies dos géneros Trichoderma e Hypocrea.

Método da validagéo da Silhueta

O uso da Técnica de Validacdo da Silhueta (Rousseeuw, 1987) partiu do principio pelo
qual se calcula o comprimento da silhueta para cada amostra, a largura média da silhueta para
cada cluster, a média global da silhueta e média para o conjunto de dados total. Com esta

aproximacdo, cada cluster pode ser representado pela chamada silhueta, baseado na
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comparacao do seu estreitamento e separacdo. O comprimento médio da silhueta foi aplicado
para validac&o de cluster e também para decidir o numero ideal de clusters.

A construcdo da silhueta S(i) é dada como:

b=l
) el ),

em que a(i) é dissimilaridade média do objeto i em relacdo a todos os outros objetos do
mesmo cluster; (bi) é dissimilaridade média minima do objeto i em relagdo a todos os outros
cluster (no cluster mais proximo).

Ela é seguida da formula -1< S(i)<I. Se o valor da silhueta é proximo de 1, significa
que amostra estd bem clusterizada e foi designado a um cluster apropriado. Se o valor da
silhueta é proximo de zero, significa que a amostra poderia ser designada em outro cluster
mais préximo, e a amostra encontra-se igualmente distante de ambos os clusters. Se o valor da
silhueta é -1, significa que a amostra foi erroneamente classificada. O comprimento médio da
silhueta para todos os objetos é simplesmente a média de S(i).

Para realizacdo das andlises estatisticas dos enssaios aqui apresentados foi utilizado o

Programa Estatistico “R”.
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Avaliacdo do antagonismo de Trichoderma spp. contra os patdgenos Sclerotinia

RESULTADOS E DISCUSSAO

sclerotiorum e Sclerotium rolfsii em cultivo pareado

a) Testes com Sclerotinia sclerotiorum

Foram formados sete grupos de isolados, conforme mostra a Tabela 3. O comprimento

médio da silhueta foi de 0.94, indicando uma boa separacéo dos grupos de isolados.

Tabela 3: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto & inibicdo do crescimento do

patogeno Sclerotinia sclerotiorum, baseado no método do comprimento meédio da Silhueta.

Nota segundo a Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
escala de Bell etal. Silhueta
CEN219 7 1,00 £ 0,00 0,00
CEN141 . harzianum 6 1,33+0,49 1,00
CEN223 . harzianum 6 1,33+0,49 1,00
CENZ281 . harzianum 6 1,33+0,49 1,00
CENZ287 . harzianum 6 1,33+0,49 1,00
CEN1068 1 1,67 + 0,49 1,00
CEN155 . harzianum 1 1,67 +0,49 1,00
CEN161 . asperellum 1 1,67 +0,49 1,00
CEN170 . harzianum 1 1,67 +0,49 1,00
CEN273 1 1,67 £0,49 1,00
CEN1069 2 2,00+ 0,45 1,00
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CEN1071 2,00 £ 0,45 1,00
CEN1074 2,00+ 0,45 1,00
CEN126 . harzianum 2,00 +0,45 1,00
CEN194 . harzianum 2,00 £ 0,45 1,00
CEN280 . longibrachiatum 2,00 £ 0,45 1,00
CEN289 . harzianum 2,00 +0,45 1,00
CEN1070 2,33+0,59 1,00
CEN1073 2,33+0,59 1,00
CEN1075 2,33+£0,59 1,00
CEN129 . harzianum 2,33 +0,59 1,00
CEN162 . asperellum 2,33 +0,59 1,00
CENZ201 . harzianum 2,33 +0,59 1,00
CEN1077 2,67 £0,49 1,00
CEN1078 2,67 £0,49 1,00
CEN169 . harzianum 2,67 +£0,49 1,00
CEN209 . pseudokoningii 2,67 +0,49 1,00
CENZ290 . harzianum 2,67 +0,49 1,00
CEN316 . harzianum 2,67 +0,49 1,00
CEN1072 3,00 £ 0,00 1,00
CEN1076 3,00 £ 0,00 1,00
CEN1079 3,00 £ 0,00 1,00
CEN1080 3,00 £ 0,00 1,00
CENZ288 T. harzianum 3,00 £0,00 1,00
Testemunha 5,00 £0,00 0,00
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A Tabela 3 apresenta as médias seguidas do desvio padrdo em ordem decrescente de
inibicdo do crescimento do patogeno, segundo os grupos sugeridos pelo método do
comprimento médio da silhueta. O melhor resultado de inibicéo ficou para o grupo 7 onde
estd alocado o isolado CEN219 (Figura 6 A e B), seguido dos isolados do grupo 6, que
compreende: CEN141, CEN123, CEN281 e CEN287. O grupo 1 foi o terceiro melhor
inibidor e acomoda os isolados: CEN1068, CEN155, CEN161, CEN170 e CEN273. J4 o
grupo 2 constituiu-se dos isolados CEN1069, CEN1071, CEN1074, CEN126, CEN194,
CEN280 e CEN289 e foi seguido pelo grupo 3 (CEN1070, CEN1073, CEN1075, CEN129,
CEN162 e CEN201); na sequéncia, aparecem o grupo 5 (CEN1077, CEN1078, CEN1609,
CENZ209 e CEN316) e o grupo 4 (CEN1072, CEN1076, CEN1079, CEN1080 e CEN288),
sendo que este apresentou os resultados menos satisfatorios, embora diferindo da testemunha

que formou o grupo 8.

b) Testes com Sclerotium rolfsii
Também nesse caso foram formados sete grupos de isolados conforme ilustra a Tabela
4. O comprimento médio da silhueta foi de 0.91, o que indica uma boa separagdo dos grupos

de isolados.

Tabela 4: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto & inibicdo do crescimento do

patogeno Sclerotium rolfsii, baseado no método do comprimento médio da Silhueta.

Nota segundo a Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
escala de Bell etal. Silhueta
CEN1069 2 1,00 £ 0,00 1,00
CEN1071 2 1,00 £ 0,00 1,00
CEN129 T. harzianum 2 1,00 £ 0,00 1,00
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CEN169 . harzianum 1,00 £ 0,00 1,00
CEN170 . harzianum 1,00 £ 0,00 1,00
CEN194 . harzianum 1,00 £ 0,00 1,00
CEN273 1,00 £ 0,00 1,00
CENZ281 . harzianum 1,00 £ 0,00 1,00
CENZ287 . harzianum 1,00 £ 0,00 1,00
CENZ289 . harzianum 1,00 £ 0,00 1,00
CEN1068 1,33 +0,49 1,00
CEN1077 1,33 £0,49 1,00
CEN126 . harzianum 1,33+0,49 1,00
CEN141 . harzianum 1,33+0,49 1,00
CEN316 . harzianum 1,33+0,49 1,00
CEN1070 1,67 £ 0,48 1,00
CEN1074 1,67+0,48 1,00
CEN1073 1,67+0,48 1,00
CEN1076 1,67+0,48 1,00
CEN1078 1,67 £ 0,48 1,00
CEN155 . harzianum 1,67 +£0,48 1,00
CEN161 . asperellum 1,67 +£0,48 1,00
CEN162 . asperellum 1,67 +£0,48 1,00
CEN1075 2,00 £ 0,00 1,00
CEN1079 2,00+ 0,00 1,00
CEN1080 2,00 £ 0,00 1,00
CEN201 . harzianum 2,00 £0,00 1,00
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CENZ209 T. pseudokoningii 5 2,00 £0,00 1,00
CEN219 5 2,00 £ 0,00 1,00
CENZ280 T. longibrachiatum 5 2,00 £0,00 1,00
CENZ288 T. harzianum 6 2,33 +£0,58 0,00
CEN1072 4 2,67 £0,52 1,00
CEN223 T. harzianum 4 2,67 £0,52 1,00
CENZ290 T. harzianum 7 3,00 £1,00 0,00
Testemunha 8 5,00 £ 0,00 0,00

Segundo o método da silhueta, os isolados testados foram divididos em grupos quanto
a sua eficiéncia de inibicdo do crescimento micelial do patégeno, onde, o melhor resultado foi
alcangado pelo grupo 2 composto pelos isolados: CEN1069, CEN1071, CEN129, CEN169,
CEN170, CEN194, CEN273, CEN281, CEN287 e CEN289, o segundo melhor resultado foi
obtido pelo grupo 1 que compreende os isolados: CEN1068, CEN1077, CEN126, CEN141 e
CEN316, em terceiro o grupo 3 onde estdo alocados os isolados: CEN1070, CEN1074,
CEN1073, CEN1076, CEN1078, CEN155, CEN161 e CEN162, seguidos do grupo 5
(CEN1075, CEN1079, CEN1080, CEN201, CEN209, CEN219 e CEN280), grupo 6
(CEN288), grupo 4 (CEN1072 e CEN223), grupo 7 (CEN290) e por fim o grupo 8 formado
apenas pela testemunha.

Nos confrontos realizados entre os 34 isolados de Trichoderma e os isolados CEN217
(S. sclerotiorum) e CEN216 (S. rolfsii), foram observadas interagdes antagdnicas, com
competigdo por interferéncia e o hiperparasitismo, o que segundo Papavizas (1985) evidencia
a interacdo entre os microrganismos. Em decorréncia da competicéo, houve entrelacamento e
deformacéo de hifas (Figuras 7 e 8). Também foi observado que os isolados de Trichoderma

penetraram e colonizaram propagulos do isolados CEN217 e CEN216 (Figuras 10 e 11).
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Nos testes in vitro realizados entre os isolados de Trichoderma e os isolados de S.
sclerotiorum e S. rolfsii, observaram-se que apés sete dias do confronto os raios médios das
coldnias dos patogenos confrontadas diferiram estatisticamente do raio médio da testemunha
(cultura pura dos patdgenos), e em todos os confrontos houve inibicdo do crescimento

micelial dos patdgenos como pode ser observado na Tabela 4, em que todos os grupos de

isolados diferiram estatisticamente das testemunhas (grupo 8).

Figura 6: Pareamento de culturas com Trichoderma e Sclerotinia sclerotiorum (CEN217). A
e B - Confronto direto entre os isolados CEN217 (S. sclerotiorum) e CEN219 de
Trichoderma; C e D — Confronto entre os isolados CEN217 (S. sclerotiorum) e CEN1070 de
Trichoderma e E — Imagem aproximada com seta destacando zona de confronto entre o

patdgeno e antagonista, Figura D.

Figura 7: Pareamento de colonias de Trichoderma sp. e Sclerotium rolfsii. A e B — Confronto
direto entre os isolados CEN216 (S. rolfsii) e CEN169 de T. harzianum; C e D — Confronto

entre os isolados CEN216 e CEN281 de Trichoderma harzianum e E — Imagem aproximada

da figura D com seta destacando colonizagdo e esporulacdo de T. harzianum sobre area onde

deveria ter desenvolvido a coldnia de S. rolfsii.
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Figura 8: A — Seta indicando enrolamento de hifas do isolado CEN169 (Trichoderma
harzianum) em hifas do CEN217 (S. sclerotiorum); B — Seta indicando deformacdo de Hifas
do patdgeno.

Figura 9: A — Seta indicando o enrolamento de hifas do isolados CEN169 (Trichoderma

harzianum) contra CEN216 (Sclerotium rolfsii); B — Seta indicando deformacéo de hifas do
patogeno.

Essas alteragdes evidenciam o parasitismo de Trichoderma sobre os patdgenos
estudados, conforme sugere Papavizas (1985). Entretanto, outros mecanismos de agdo podem
estar concomitantemente envolvidos nessas ag¢bes antagonicas de Trichoderma, como

competicdo, que é considerado um dos mais eficientes e pode limitar para os patdgenos:
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nutrientes, dgua ou o0s sitios onde esses fatores nutricionais sdo mais abundantes (Perello et
al., 2003).

Em trabalhos realizados por Melo e Faull (2000), observou-se que Trichoderma inibiu
de 79 a 82% do crescimento de Rizoctonia solani, na cultura de arroz. Outro resultado
semelhante foi obtido por Bonfim (2007), onde todos os isolados de Trichoderma testados
apresentaram répido crescimento micelial, diferindo estatisticamente da testemunha ao inibir
0 desenvolvimento de Rhizopus stolonifer de maracujazeiro. Carvalho Filho et al. (2008),
demonstraram o potencial dos isolados de Trichoderma, para controle de Cylidrocladium. Da
mesma forma, foi observado neste trabalho que dos 34 isolados avaliados, a maioria
promoveu o enrolamento, crescimento paralelo e/ou estrangulamento das hifas dos patdgenos
(Figuras 10 e 11), indicando o potencial dos isolados de Trichoderma estudados no controle
do patégeno através desses mecanismos de acdo.

O enovelamento descrito acima, assim como estrangulamento de hifas do patégeno
podem promover a destruicdo da parede celular, provavelmente para obter nutrientes a partir
das células mortas (Melo, 1998). Enzimas produzidas por Trichoderma spp. como quitinases e
celulases, provocam a lise ou degradam a parede celular do patogeno (Elad et al.,1982). Essas
enzimas hidrolizam a parede celular de outros fungos, sendo induzidas por diferentes

polimeros componentes da parede dos fungos alvo (Howell, 2005).

Interacdo Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii e Trichoderma spp. sob

microscopia eletronica de varredura

Devido a impossibilidade de realizar as observacbes ao microscopio eletronico de
varredura (MEV) com todos os confrontos realizados, foram escolhidos 11, envolvendo
ambos os patogenos S. sclerotiorum (CEN217) e de S. rolfsii (CEN216), com nove isolados

de Trichoderma. Os confrontos analisados foram: CEN217 x CEN129; CEN217 x CEN155;
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CEN217 x CEN201; CEN217 x CEN1075; CEN216 x CEN129; CEN216 x CEN155;
CEN216 x CEN281; CEN216 x CEN287, CEN216 x CEN289; CEN216 x CEN1071 e
CEN216 x CEN1073, todos apresentando competi¢éo entre os microrganismos. Ao MEV foi
visualizado o pareamento de hifas dos patdgenos e antagonistas, enrolamento das hifas de
Trichoderma spp. sobre as duas espécies de patdgeno, hidrolise e deformacédo das hifas dos
patdgenos e penetracdo de hifas de Trichoderma spp. em hifas dos patégenos (Figuras 10 e

11). Isto comprova o hiperparasitismo de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum e S. rolfsii.
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Figura 10: Imagens de MEV. A — Seta apontando esclerédio de Sclerotinia sclerotiorum
(CEN217); B — Seta indicando hifa deformada do mesmo patdgeno; C — Seta indicando hifa
de Sclerotium rolfsii (CEN216) sendo parasitada pelo isolado de Trichoderma CEN1073; D -
Seta indicando o enrolamento de hifa do isolado CEN287 (Trichoderma harzianum) em S.
rolfsii; E — Setas indicando hifas com apressérios do isolado CEN129 (T. harzianum) sobre
CEN216 e F - Seta indicando a penetracao de hifa do isolado CEN129 em hifa de S. rolfsii.
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Figura 11: Imagens de MEV. A — Seta indicando hifa do isolado de Trichoderma harzianum
(CEN155) parasitando Sclerotinia sclerotiorum (CEN216); B — Seta indicando hifa do isolado
CEN1075 (Trichoderma sp.) paralela a hifa do mesmo patdgeno; C — vista da regido de
confronto entre T. harzianum (emaranhado de hifas mais compactadas na base da imagem) S.
sclerotiorum (emaranhado mais frouxo de hifas na area superior da imagem); D — Vista da
regido de confronto entre CEN281(T. harzianum) na base da imagem e CEN216 (S. rolfsii) na
area superior da imagem; E — Estruturas reprodutivas do T. harzianum (CEN201), com suas
células conidiogénicas fialidicas ampuliformes e conidios unicelulares lisos; F — Setas

indicando clamiddsporos intercalares de T. harzianum (CEN287).
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Avaliacdo do efeito inibidor de metabdlitos volateis produzidos por Trichoderma spp.

sobre Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii

a) Testes com Sclerotinia sclerotiorum

Dos 34 isolados de Trichoderma testados quanto a producdo de metabolitos volateis,
nenhum teve qualquer influéncia sobre o crescimento de S. sclerotiorum (Figura 5), indicando
que ndo houve a producéo ou 0s metabdlitos volateis produzidos pelos isolados do antagonista
em estudo ndo tiveram influéncia deletéria significativa no crescimento micelial do isolado
CEN217 (S. sclerotiorum). Esse fato ndo significa que metabélitos ndo possam ser liberados
no decorrer do desenvolvimento das col6nias do fungo antagonista em quantidades que
possam ser efetivos a outros isolados do patégeno. O isolado 316, por exemplo, inibiu o
crescimento de outro isolado de S. sclerotiorum (CEN969) pela produgdo de metabdlitos
volateis, em trabalho conduzido por outros membros da equipe. E importante lembrar que
esse mecanismo de inibicdo (metabodlitos volateis) é apenas um dos mecanismos de agao

exercido por fungos do género Trichoderma (Bettiol & Ghini, 1995, Harman, 2011).

b) Testes com Sclerotium rolfsii

Os resultados obtidos nos ensaios de producdo de metabolitos volateis ativos contra S.
rolfsii possibilitaram a formacéo de trés grupos de isolados de Trichoderma, conforme ilustra
a Tabela 5. O comprimento médio da silhueta foi de 0.59, o que indica uma razoavel

separagdo dos grupos de isolados.
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Tabela 5: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto & produgdo de metabolitos

volateis, em termos de porcentagem de inibi¢éo do crescimento do patogeno Sclerotium rolfsii

(CEN216), baseado no método do comprimento médio da Silhueta.

Diametro da colonia | Validacéo da
Isolado Espécie Grupo
do patégeno em cm Silhueta
CEN126 . harzianum 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN155 . harzianum 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN170 . harzianum 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN169 . harzianum 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN129 . harzianum 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN290 . harzianum 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN219 3 4,25+ 0,65 0,75
CEN1075 3 4,25 + 0,65 0,75
CEN273 3 4,25+ 0,65 0,75
CEN141 . harzianum 1 525+0,76 0,52
CEN201 . harzianum 1 525+0,76 0,52
CEN161 . asperellum 1 525+0,76 0,52
CEN1074 1 525%0,76 0,52
CEN289 . harzianum 1 525+0,76 0,52
CEN1069 1 525+0,76 0,52
CENZ288 . harzianum 1 525+0,76 0,52
CEN209 . pseudokoningii 1 525+0,76 0,52
CEN281 . harzianum 1 525+0,76 0,52
CEN194 . harzianum 1 525+0,76 0,52
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CEN1068 525+0,76 0,52
CEN1073 525+0,76 0,52
CEN1079 525+0,76 0,52
CEN162 T. asperellum 525+0,76 0,52
CEN1072 6,29 £ 0,72 0,61
CEN1076 6,29 £ 0,72 0,61
CEN316 T. harzianum 6,29 £0,72 0,61
CEN223 T. harzianum 6,29 £0,72 0,61
CEN1078 6,29 £ 0,72 0,61
CEN1080 6,29 £ 0,72 0,61
CEN1071 6,29 £ 0,72 0,61
CENZ287 T. harzianum 6,29 £0,72 0,61
CEN1077 6,29 £ 0,72 0,61
CEN1070 6,29 £ 0,72 0,61
CEN280 T. longibrachiatum 6,29 £0,72 0,61
Testemunha 9,00 £0,00 0,00

Em conformidade com a Tabela 5, para este experimento os melhores resultados foram
alcangados com os isolados do grupo 3 que compreende nove isolados: CEN126, CEN155,
CEN170, CEN169, CEN129, CEN290, CEN219, CEN1075 e CEN273, seguidos do grupo 1
com 14 isolados: CEN141, CEN201, CEN161, CEN1074, CEN289, CEN1069, CEN288,
CEN209, CEN281, CEN194, CEN1068, CEN1073, CEN1079 e CEN162 e do grupo 2
formado por 11 isolados: CEN1072, CEN1076, CEN316, CEN223, CEN1078, CEN1080,
CEN1071, CEN287, CEN1077, CEN1070 e CEN280; por fim, o grupo 4 foi constituido pela

testemunha.
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Todos o0s grupos de isolados de Trichoderma utilizados nesse ensaio diferiram
significativamente da testemunha quanto a reducéo do crescimento micelial de S. rolfsii pela
producdo de compostos volateis. Colbnias do fitopatdgeno atingiram crescimento inferior ao
da testemunha, que alcangou 9.0 cm de didmetro (Tabela 5), significando que os isolados do
antagonista em estudo produzem compostos toxicos volateis capazes de inibir o crescimento
micelial do isolado CEN216 e essa pode ser uma das vias de controle desse patdgeno pelos
isolados do antagonista. A percentagem de inibi¢do do crescimento micelial de S. rolfsii pelos

34 isolados de Trichoderma estéo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotium rolfsii (CEN216) por isolados de

Trichoderma.

Inibicdo Inibicdo

Isolados (%) Isolados (%) Isolados Inibicédo (%)
CEN126 53,70 CEN223 26,85 CEN1071 23,89
CEN129 51,85 CEN273 49,26| CEN1072 29,44
CEN141 41,67 CEN280 34,81| CEN1073 37,59
CEN155 53,70 CENZ281 4463| CEN1074 40,37
CEN161 42,59 CEN287 32,78| CEN1075 50,56
CEN162 47,221 CEN288 43,89| CEN1076 29,07
CEN169 54,44 CEN289 40,19| CEN1077 33,15
CEN170 52,96 CEN290 51,48| CEN1078 25,07
CEN194 38,33| CENB316 30,19| CEN1079 36,11
CEN201 41,67| CEN1068 45,19| CEN1080 32,59
CEN209 44,44 CEN1069 39,63 Test. 0,00
CEN219 56,67 [ CEN1070 33,33
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Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com dados obtidos por diferentes
autores, indicando que fungos do género Trichoderma possuem a capacidade de produzir
metabolitos volateis com efeito inibitério sobre o crescimento micelial de varios fungos em
meio de cultura (Dennis & Webster, 1971b). Entre os metabdlitos produzidos por esse grupo
de fungo, h& gases, como: etileno e cianeto de hidrogénio (Campbell, 1989), acetaldeido,
acetona, etanol e diéxido de carbono (Tamimi & Hutchinson, 1975), que interferem
negativamente no crescimento microbiano. Esses gases tém atividade em concentracfes
baixas, mas ndo sdo considerados antibidticos. O CO,, segundo Mangenot & Diem (1979), é
um dos gases produzidos por antagonistas mais estudados e apresenta efeitos bastante
variaveis em fungos, desde estimulantes a inibitérias.

Acredita-se que o potencial de metabdlitos volateis seja devido a maior facilidade de
sua difusdo no ambiente solo, por meio de poros ou filmes d’agua, conseguindo de maneira
eficiente atingir patdgenos deste ambiente (Lobo Junior & Abreu, 2000).

Os estudos realizados neste trabalho motivam a realizacdo de trabalhos futuros para
confirmacdo da eficiéncia dos isolados de Trichoderma contra o patégeno S. Rolfsii, por meio

de ensaios in vivo.
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Figura 12: A- Ensaio de metabdlitos volateis com Sclerotium rolfsii (CEN216); B e C-
Inibicdo no crescimento de col6nias do patogeno pelos isolados CEN126 e CEN169 de
Trichoderma; D — Col6nia de Sclerotium rolfsii (sete dias), com redugdo no crescimento pelos
metabolitos volateis produzidos pelo isolado CEN126 do antagonista (T. harzianum) e E —

Testemunha.

Avaliacdo do efeito inibidor de metabdlitos néo-volateis produzidos por Trichoderma

spp. sobre Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii

a) Teste com Sclerotinia sclerotiorum
Foram formados, com base no método da silhueta, dois grupos de isolados, conforme
ilustra a Tabela 7. O comprimento médio da silhueta foi de 0.87, o que indica uma boa

separacao dos grupos de isolados.
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Tabela 7: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto & inibicdo do crescimento do

patogeno Sclerotinia sclerotiorum (CEN217) por metabdlitos ndo-volateis, baseado no

método do comprimento médio da Silhueta.

Diametro da colonia | Validagéo da
Isolado Espécie Grupo
do patégeno em cm Silhueta
CEN1071 2 0,82 +0,90 0,87
CEN1076 2 0,82 +0,90 0,87
CEN1077 2 0,82 +0,90 0,87
CEN1079 2 0,82 +0,90 0,87
CEN162 T. asperellum 2 0,82 +£0,90 0,87
CEN201 T. harzianum 2 0,82 +£0,90 0,87
CEN1080 2 0,82+0,90 0,87
CEN1073 2 0,82 +0,90 0,87
CEN1072 2 0,82 +0,90 0,87
CEN1075 2 0,82+0,90 0,87
CEN1078 2 0,82+0,90 0,87
CEN1074 2 0,82 +0,90 0,87
CEN155 T. harzianum 2 0,82 +£0,90 0,87
CEN1070 2 0,82 +0,90 0,87
CEN219 2 0,82 +0,90 0,87
CEN129 T. harzianum 2 0,82 +£0,90 0,87
CENZ280 T. longibrachiatum 2 0,82 +£0,90 0,87
CENZ289 T. harzianum 2 0,82 +£0,90 0,87
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CEN273 0,82+0,90 0,87
CEN281 . harzianum 0,82 +0,90 0,87
CEN287 . harzianum 0,82 +0,90 0,87
CEN209 . pseudokoningii 0,82 +0,90 0,87
CEN169 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN1068 8,23+1,19 0,87
CEN1069 8,23+1,19 0,87
CENZ288 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN141 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN170 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN194 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN316 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
Testemunha 8,23 +1,19 0,87
CEN290 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN223 . harzianum 8,23 +1,19 0,87
CEN161 . asperellum 8,23 +1,19 0,87
CEN126 . harzianum 8,23 +1,19 0,87

Os melhores resultados foram alcangados com isolados do grupo 2, quais sejam:
CEN1071, CEN1076, CEN1077, CEN1079, CEN162, CEN201, CEN1080, CEN1073,
CEN1072, CEN1075, CEN1078, CEN1074, CEN155, CEN1070, CEN219, CEN129,
CEN280, CEN289, CEN273, CEN281, CEN287 e CEN209. J4 os resultados obtidos com o0s
demais isolados (CEN169, CEN1068, CEN1069, CEN288, CEN141, CEN170, CEN194,

CEN316, CEN290, CEN223, CEN161 e CEN126) igualaram-se a testemunha e foram
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alocados no grupo 2, ou seja, estes Ultimos isolados ndo produziram metabdlitos sollveis

com propriedades inibitérias contra o patégeno S. sclerotiorum.

Figura 13: A - Ensaio de metabolitos ndo-volateis Sclerotinia sclerotiorum (CEN217); B —
Crescimento deficiente de micélio do patdégeno, em presenca de filtrado de cultura do isolado
CENZ1075 (Trichoderma sp.); C e D — Da mesma forma, inibicéo do crescimento do patégeno
devido a acdo do metabdlitos sollveis produzidos pelo mesmo isolado de Trichoderma; E e F
- Ac¢do de metabolitos sollveis do isolado CEN155 (T. harzianum) sobre o patégeno, com

crescimento escasso e setorizacdo da colbnia (seta vermelha).

Tabela 8: Porcentagem de inibicdo de colbnias de Sclerotinia sclerotiorum (CEN217) para

cada um dos isolados de Trichoderma testados.

Pareado em % de | Volateiem % de | ndo-volateis valores em
Isolados
inibigéo inibigéo % de inibigéo
CEN126 75,00 0,00 26,85
CEN129 66,67 0,00 100,00
CEN141 91,67 0,00 0,00
CEN155 83,33 0,00 92,04
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CEN161

CEN162

CEN169

CEN170

CEN194

CEN201

CENZ209

CEN219

CEN223

CEN273

CEN280

CENZ281

CEN287

CENZ288

CENZ289

CEN290

CEN316

03-3A

03-3B

04-1A

04-1B

17-1A

17-1B

17-02

17-3A

83,33
66,67
58,33
83,33
75,00
66,67
58,33
100,00
91,67
83,33
75,00
91,67
91,67
50,00
75,00
58,33
58,33
83,33
75,00
66,67
75,00
50,00
66,67
75,00

66,67

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

22,22
94,44
741
0,00
0,00
94,44
56,30
98,15
15,74
81,30
100,00
79,81
76,48
9,26
87,04
12,78
0,00
8,33
9,26
98,15
94,44
92,59
93,15
92,04

96,30
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17-3B

22-02

24-02

24-03

38-01

Testemunha

50,00
58,33
58,33
50,00
50,00

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00

94,44
94,44
96,30
94,44
94,07

0,00
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1 n-volateis valores em % deinibicdo

B Pareado em % de inibicdo
B Volatei em % de inibigio

Porcentagemde inibigao de Sclerotinia sclerotiorum em pareado, volateis e n-volateis

80,00
60,00
40,00
20,00

=
=)

120,00
100,00

Figura 14: Resultados dos estudos de pareado de hifas, produgdo de metabdlitos volateis e
nao-volateis por Trichoderma spp. sobre Sclerotinia sclerotiorum (CEN217).
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b) Teste com Sclerotium rolfsii

Também com base no método da silhueta, dois grupos de isolados foram formados,
conforme ilustra a Tabela 9. O comprimento médio da silhueta foi de 0.8, o que indica uma

boa separacéo dos grupos de isolados.

Tabela 9: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto a metabdlitos ndo-volateis em

termos de inibicdo do crescimento do patdgeno Sclerotium rolfsii, como sugerido pelo

método do comprimento médio da Silhueta.

Diametro da colonia Validacédo da
Isolado Espécie Grupo

do patégeno em cm Silhueta
CEN1070 2 195+1,14 0,85
CEN1077 2 195+1,14 0,85
CEN1072 2 195+1,14 0,85
CEN1074 2 195+1,14 0,85
CEN1073 2 195+1,14 0,85
CEN1079 2 195+1,14 0,85
CEN1080 2 195+1,14 0,85
CEN1076 2 195+1,14 0,85
CEN1078 2 195+1,14 0,85
CEN1071 2 195+1,14 0,85
CEN129 T. harzianum 2 195+1,14 0,85
CEN126 T. harzianum 1 790+1,21 0,77
CEN141 T. harzianum 1 790+1,21 0,77
CEN170 T. harzianum 1 790+1,21 0,77
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CENZ281 . harzianum 790+1,21 0,77
CENZ288 . harzianum 790+1,21 0,77
CEN316 . harzianum 790+1,21 0,77
CENZ209 . pseudokoningii 790+1,21 0,77
CENZ287 . harzianum 790+1,21 0,77
CEN223 . harzianum 790+1,21 0,77
CEN1068 790+121 0,77
CEN1069 790+1,21 0,77
CEN169 . harzianum 790+1,21 0,77
Testemunha 790+1,21 0,77
CEN194 . harzianum 790+1,21 0,77
CEN273 7,90+121 0,77
CEN290 . harzianum 790+1,21 0,77
CEN155 . harzianum 790+1,21 0,77
CEN219 7,90+121 0,77
CEN162 . asperellum 790+1,21 0,77
CEN161 . asperellum 790+1,21 0,77
CEN1075 7,90+121 0,77
CEN201 . harzianum 790+1,21 0,77
CENZ289 . harzianum 790+1,21 0,77
CENZ280 T. longibrachiatum 1 790+1,21 0,77

Compondo o grupo 2 com os melhores resultados, aparecem os isolados: CEN1070,
CEN1077, CEN1072, CEN1074, CEN1073, CEN1079, CEN1080, CEN1076, CEN1078,

CEN1071 e CEN129. Os isolados do grupo 1, que compreendem CEN126, CEN141,
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CEN170, CEN281, CEN288, CEN316, CEN209, CEN287, CEN223, CEN1068, CEN1069,
CEN169, Testemunha, CEN194, CEN273, CEN290, CEN155, CEN219, CEN162, CEN161,
CEN1075, CEN201, CEN289 e CEN280, ndo apresentaram producdo de metabdlitos sollveis

com acao inibitéria do crescimento micelial do patdgeno.

Figura 15: Atividade de metabdlitos ndo-volateis produzidos por Trichoderma spp. contra
Sclerotium rolfsii. A — Imagem do ensaio; B e C — Colbnias de S. rolfsii apresentando
reducdo do crescimento sob acdo de metabdlitos do isolado CEN1079 de Trichoderma; D —
Imagem aproximada de col6nia com crescimento irregular e setorizagdo C; E e F -
Crescimento irregular e setorizacdo de col6nias do patdgeno sob acdo de metabdlitos sollveis
produzidos pelo isolado CEN1077 (Trichoderma sp.) e G — Imagem aproximada de colonia

do patégeno sob efeito de metabdlitos produzidos por Trichoderma.

De acordo com os resultados obtidos, ha inibicdo do crescimento micelial dos

patdégenos devido a producdo de compostos tdxicos por isolados de Trichoderma. Tais
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metabolitos acarretaram crescimento reduzido das coldnias, que se apresentaram menos
densas e com deformagBes. Alguns desses compostos j& foram identificados como nos
trabalhos de Weidling (1934), onde antibiticos como giotoxina e viridina foram
identificados; na seqiiéncia, Dennis & Webster (1971) demonstraram a capacidade de alguns
isolados de Trichodema produzirem compostos volateis e ndo volateis com efeito inibitorio no
desenvolvimento de varios fungos.

Outros trabalhos nessa linha de pesquisa com resultados semelhantes foram
conduzidos por Smith et al. (1990) e Chambers & Scott (1995). A eficiéncia de metabdlitos
toxicos produzidos por espécies de Trichoderma foi também evidenciada em trabalhos como
de Reis et al. (1995) e Aparecido et al. (1999) onde foi demonstrado existir difusdo desses
metabolitos sobre hifas de muitos outros patdgenos. Os isolados de Trichoderma testados
neste ensaio foram bastante promissores no controle de S. sclerotiorum e S. rolfsii. Dentre os
efeitos causados pelos antibidticos, merecem destaque a reducdo ou paralisacdo do
crescimento e esporulacéo, reducéo da germinacédo de esporos, deformacéo de hifas e enddlise

(Campbell, 1989).

Tabela 10: Porcentagem de inibigdo de colonias de Sclerotium rolfsii (CEN216) para cada

um dos isolados de Trichoderma testados.

pareado em % de | volateis em % de | N-volateis em % de
Isolados
inibigéo inibicédo inibigéo

CEN126 91,67 53,70 3,70
CEN129 100,00 51,85 65,37
CEN141 91,67 41,67 3,70
CEN155 83,33 53,70 21,30
CEN161 83,33 42,59 28,15
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CEN162

CEN169

CEN170

CEN194

CEN201

CEN209

CEN219

CEN223

CEN273

CENZ280

CENZ281

CENZ287

CENZ288

CENZ289

CEN290

CEN316

03-3A

03-3B

04-1A

04-1B

17-1A

17-1B

17-02

17-3A

17-3B

83,33
100,00
100,00
100,00

75,00

75,00

75,00

58,33
100,00

75,00
100,00
100,00

66,67
100,00

50,00

91,67

91,67
100,00

83,33
100,00

58,33

83,33

83,33

75,00

83,33

47,22
54,44
52,96
38,33
41,67
44,44
56,67
26,85
49,26
34,81
44,63
32,78
43,89
40,19
51,48
30,19
45,19
39,63
33,33
23,89
29,44
37,59
40,37
50,56

29,07

23,52
0,00
3,70

12,41

31,48
1,85

21,67
1,11

15,93

34,44
3,70
1,85
4,07

32,22

16,67
3,15
0,00
0,00

79,26

94,44

77,04

83,89

81,85

29,81

72,59
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22-02

24-02

24-03

38-01

Testemunha

91,67
83,33
75,00
75,00

0,00

33,15
25,07
36,11
32,59

0,00

79,07
68,33
74,07
85,74

0,00
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m pareado em % de inibiao
B volateis em % deinibicao
 N-volateis em % de inibicdo

Porcentagemde inibi¢do de Sclerotium rolfsii em pareado, volateis e n-volateis

120,00
100,00
80,00
60,00
0,00

Figura 16: Inibicdo de Sclerotium rolfsii por isolados de Trichoderma em testes de pareado
de culturas e producgdo de metabolitos volateis e ndo-volateis.
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Como foi mencionado anteriormente, ensaios em casa de vegetagdo com grande
nimero de isolados do antagonista demandam muito tempo e trabalho. Assim, os ensaios in
vitro até aqui realizados possibilitaram uma pré-selecdo de isolados para outras etapas do
trabalho. Dessa forma, os isolados CEN223, CEN194, CEN169 CEN209, CEN290, CEN316
e CEN288 nédo foram considerados para os ensaios de casa de vegetacéo.

Entretanto, os isolados CEN141, CEN170, CEN1068, CEN1069, CEN161 e CEN173,
devido & ineficiéncia de esporulacdo quando cultivados em substrato artificial, também
desfavorecem a avaliacdo in vivo. Esporulacdo abundante é uma caracteristica importante
quando a meta é o desenvolvimento de biofungicidas a base de Trichoderma, ja que o0s
esporos constituem principio ativo desses produtos.

Por fim, o isolado CEN280 identificado como pertencente a espécie T.
longibrachiatum, tem sido relatado como patégeno oportunista em humanos, causando
infeccBes no trato respiratdrio de pessoas com sistema imunoldgico debilitado (Loeppky et
al., 1983; Munoz et al., 1997; Richter et al., 1999). Portanto, ndo deve ser recomendado para

uso em programas de controle bioldgico.

Efeito de Trichoderma spp. na germinacdo de sementes e desenvolvimento de
pléntulas de tomate
A Tabela 11 apresenta a media e seu desvio padréo para o teste de germinagdo ao

longo dos dias observados para cada isolado.
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Tabela 11: Numero médio de sementes de tomate germinadas apds tratamento com

Trichoderma spp. ao longo do tempo (dias) de incubagé&o.

Tempo (dias)

Isolados 2 4 6 8

CEN1070 16.00 £ 2.00| 2300 + 1.00| 2333 + 058 2333 =+ 058
CEN1071 1767 £+ 3.06] 2200 + 1.00| 2333 + 153 2367 = 153
CEN126 15.67 £+ 2.89| 2433 + 0.58| 2367 + 058 2367 = 058
CEN129 1400 £+ 265| 2267 + 0.58| 2300 + 0.00f 2300 =+ 0.00
CEN155 18.00 £+ 3.61| 2333 + 0.58| 2333 + 058 2333 =+ 058
CEN161 18.00 £+ 1.73] 2400 + 1.00| 2433 + 115/ 2467 = 058
CEN162 1433 £+ 493 2133 + 208| 2200 + 265 2200 = 265
CEN1072 1567 £ 1.15| 2367 = 153| 2367 + 153| 2367 £ 153
CEN1073 16.00 £ 1.00] 2300 + 1.00| 2367 + 153 2367 = 153
CEN1074 1567 £+ 3.06| 2367 + 058 2400 + 1.00f 2400 = 1.00
CEN1075 1733 £ 3.79| 2367 = 115 2433 + 115| 2433 £+ 115
CEN1076 13.67 £+ 2.08| 2367 + 153| 2367 + 153 2367 = 153
CEN201 1533 £+ 153 2267 + 0.58| 2267 + 058 2300 = 0.00
CEN219 16.33 £+ 058 2333 + 0.58| 2333 + 058 2400 = 1.00
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CEN1077 1367 £ 351| 2333 = 058 2367 + 115| 2367 £ 115
CEN1078 16.67 + 2.89| 2267 + 115 2333 + 153 2333 =+ 153
CEN1079 1467 + 3.21| 2367 + 0.58| 2367 + 058 2367 = 058
CEN273 13.67 £+ 115| 2300 + 1.73| 2300 + 1.73| 2333 = 153
CEN281 1833 + 3.79| 2367 + 153| 2433 + 058 2467 = 058
CEN287 1567 £+ 231 2333 + 0.58| 2367 + 115/ 2400 = 1.00
CEN289 16.67 + 231 2233 + 1.15| 23.00 + 0.00f 2300 = 0.00
CEN1080 1433 £+ 153] 2300 + 1.00| 2333 + 058 2333 =+ 058
Test. 16.00 £+ 2.00| 2333 + 208| 2333 + 153 2367 = 153
Tabela 12: Agrupamento de isolados de Trichoderma com base no teste de germinagéo,

baseado no método do comprimento médio da Silhueta.

Numero de plantas | Validagéo da
Isolado Espécie Grupo
germinadas Silhueta
CEN161 T. asperellum 3 22,6 + 3,20 0,75
CEN281 T. harzianum 3 22,6 + 3,20 0,75
CEN1075 3 22,6 + 3,20 0,75
CEN1071 1 21,7+3,48 0,66
CEN1072 1 21,7+3,48 0,85
CEN287 T. harzianum 1 21,7+ 3,48 0,85
CEN219 1 21,7+ 3,48 0,85
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CEN1073 21,7+ 3,48 0,85
Testemunha 21,7 + 3,48 0,85
CEN126 T. harzianum 21,7+ 3,48 0,85
CEN1074 21,7+3,48 0,85
CEN1078 21,7+ 3,48 0,85
CEN155 T. harzianum 21,7 + 3,48 0,85
CEN1070 21,7+ 3,48 0,85
CEN1079 21,7+ 3,48 0,85
CEN201 T. harzianum 21,0+ 4,00 0,56
CEN1080 21,0+ 4,00 0,56
CEN273 21,0+ 4,00 0,56
CEN1077 21,0+ 4,00 0,56
CEN129 T. harzianum 21,0+ 4,00 0,56
CEN1076 21,0+ 4,00 0,56
CENZ289 T. harzianum 21,0+ 4,00 0,56
CEN162 T. asperellum 19,9 + 4,38 0,00

Face ao numero limitado de repeticBes (3), ndo foi possivel determinar a influéncia do

periodo de incubacéo das sementes na germinagdo para cada isolado, separadamente. Para
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resolver esse impasse, 0os dados experimentais foram divididos em grupos heterogéneos entre
si, de acordo com 0 método do comprimento médio da silhueta, conforme mostra a Tabela 12.

De acordo com a Tabela 12, os isolados de Trichoderma estudados foram divididos
em quatro grupos com base no método estatistico utilizado, e o agrupamento que se mostrou
com melhor taxa de germinagdo de sementes foi o grupo 3, constituidos pelos isolados:
CEN161, CEN281 e CEN1075. A seguir, apresenta-se o grupo 1, com os isolados: CEN1071,
CEN1072, CEN287, CEN219, CEN1073, Testemunha, CEN126, CEN1074, CEN1078,
CEN155, CEN1070 e CEN1079, na sequéncia tem-se 0 grupo 2 acomodando os isolados:
CEN201, CEN1080, CEN273, CEN1077, CEN129, CEN1076 e CEN289, e por fim o grupo 4
que apresentou 0s menores indices de germinacdo e € composto por apenas um isolado
(CEN162). Nota ainda que os grupos 2 e 4 (que juntos englobam 8 isolados) apresentaram
valores de taxa de germinag&o inferiores aos valores da testemunha mostrando que os isolados
de Trichoderma dos outros dois grupos ndo interferem negativamente no nimero de sementes

de tomate germinadas.

Para cada um dos grupos indicados acima, estudou-se a interferéncia do tempo na
germinacdo, isto &, com base na taxa méxima de germinacdo de cada grupo, qual o tempo
médio que esses grupos gastariam para que se chegasse ao maximo de germinagdo. Com isso,
analisando-se a Figura 17, é possivel inferir que o grupo 3 foi 0 que alcangou maior nimero
de sementes germinadas, em contrapartida, apresentou o maior tempo de germinagao; o0 grupo
1 apresentou tanto o segundo maior nimero de sementes germinadas com o segundo melhor
tempo de germinacdo; o grupo 2, apesar de ter ficado em terceiro lugar em nimero de
sementes germinadas, apresentou-se com o melhor tempo de germinagéo; em ultimo lugar na
escala de sementes germinadas, tem-se o grupo 4, também com o terceiro melhor tempo de

germinacéo.
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Figura 17: Relacéo entre a germinagédo de sementes de tomate tratadas com Trichoderma spp.

e 0 tempo em dias, segundo o modelo ndo linear de Gompertz.

Um dos problemas ao tratar sementes com agentes de biocontrole é que estes podem
eventualmente afetar a germinagdo (Lucon, 2009). Neste trabalho, a porcentagem de
germinagéo normal foi maior do que a germinagdo anormal e sementes mortas, portanto, 0s
isolados avaliados ndo apresentaram danos as sementes quando comparados a testemunha,

podendo ser viabilizado o uso de alguns destes para o tratamento de sementes de tomate.
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Figura 18: A — Placas gerbox em incubadora com ensaio de germinagdo de sementes de

tomate tratadas com Trichoderma spp.; B- Unidade experimental do ensaio; C- Sementes em
inicio de germinacdo sobre papel filtro e D- Semente de tomate com superficie colonizada em

virtude do tratamento das sementes com Trichoderma spp.

Comprimento da raiz, hipocotilo e nimero de plantas com leséo

Ao tentar separar grupos considerando as medidas do comprimento da raiz, hipocétilo
e nimero de plantas com lesdo analisadas conjuntamente, 0 método do comprimento médio
da silhueta mostrou ndo haver distin¢do 6tima de grupos heterogéneos entre si, pois 0 mesmo
apresentou-se com valor da silhueta igual a 0.45, que é um valor abaixo do minimo (0.5) para
que se tenha seguranca na utilizacdo desse método (Figura 19). Assim, a melhor maneira para
resolver esse impasse foi analisar separadamente cada uma dessas trés medidas, isto é, fazer a

avaliacdo de cada uma das variaveis em questdo separadamente.
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Figura 19: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto ao comprimento da raiz,

hipocdtilo e nimero de plantas com lesdo induzidas atraves do tratamento de sementes de

tomate com o antagonista, baseado no método do comprimento médio da silhueta.

Comprimento da raiz

Com base no método de comprimento da silhueta, oito grupos de isolados foram

formados, conforme ilustra a Tabela 13. O comprimento médio da silhueta foi de 0.68,

respeitando-se 0 minimo para uma boa separacéo dos grupos de isolados.

Tabela 13: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto ao comprimento da raiz, na

germinacdo de sementes de tomate tratadas com o antagonista, baseado no método do

comprimento médio da Silhueta.

Comprimento em Validacédo da
Isolado Espécie Grupo
centimetros Silhueta
CEN129 T. harzianum 3 8,96 + 1,39 0,34
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CEN1075 8,96 £ 1,39 0,34
CENZ289 T. harzianum 8,96 + 1,39 0,34
CEN1071 8,48 £0,74 0,78
CEN223 T. harzianum 8,48 +0,74 0,78
CEN1072 8,48+ 0,74 0,78
CENZ281 T. harzianum 8,28 £0,97 0,63
CEN1080 8,28 £ 0,97 0,63
CEN126 T. harzianum 8,28 £0,97 0,63
CEN1070 8,28 £ 0,97 0,63
CEN1073 7,86+ 1,08 0,75
CEN162 T. asperellum 7,86 +£1,08 0,75
CENZ287 T. harzianum 7,56 + 0,56 0,56
CEN161 T. asperellum 7,56 + 0,56 0,56
Testemunha 7,56 + 0,56 0,56
CEN1074 7,20 £ 0,63 0,68
CEN201 T. harzianum 7,20 £0,63 0,68
CEN1076 7,20 £ 0,63 0,68
CEN219 6,84 + 0,88 0,87
CEN1079 6,84 + 0,88 0,87
CEN1078 6,84 + 0,88 0,87
CEN155 T. harzianum 6,51 £ 0,55 0,92
CEN1077 6,51 £ 0,55 0,92
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De acordo com a Tabela 13, o grupo que apresentou maior crescimento de raiz foi o
grupo 3, constituido pelos isolados: CEN129, CEN1075 e CEN289; em seguida, apresentam-
se em ordem decrescente de comprimento médio de raizes: grupo 2 (CEN1071, CEN273 e
CEN1072), grupo 1 (CEN281, CEN1080, CEN126 e CEN1070), grupo 6 (CEN1073 e
CEN162), grupo 5 (CEN287, CEN161 e Testemunha), grupo 7 (CEN1074, CEN201 e
CEN1076), grupo 8 (CEN219, CEN1079 e CEN1078); por fim, como menor comprimento de
raiz o grupo 4 (CEN155 e CEN1077).

Ao avaliar o comprimento de radicula, observou-se que sementes tratadas com 0s
isolados dos grupos 3, 2, 1, 6 e 5 foram melhores ou ndo diferiram estatisticamente dos
tratamentos testemunhas (Tabela 13), apresentando satisfatério desenvolvimento radicular.
Resultados diferentes foram obtidos em trabalho realizado por Ethur (2006), ao avaliar o
desenvolvimento de plantulas de pepineiro. De acordo com esse autor, isolados de
Trichoderma inibiram a germinacdo e o desenvolvimento ndo apenas da radicula, mas
também do hipocotilo.

Neste trabalho, o desenvolvimento radicular das plantulas mostrou-se superior ao
desenvolvimento do hipocétilo, em todos os tratamentos, evidenciando maior inducéo no
crescimento radicular. Esse fato pode ser justificado pelo possivel efeito de isolados de
Trichoderma através da producdo de reguladores de crescimento como 0s jasmonatos, 0s
quais podem atuar na germinacdo de sementes e ou no desenvolvimento das raizes (Baker &

Cook, 1974).

Comprimento do hipocotilo
Com base no método de comprimento da silhueta, os isolados de Trichoderma
estudados foram divididos em cinco grupos, conforme ilustrado na Tabela 14. O comprimento

médio da silhueta foi de 0.73, o que indica uma boa separacéo dos grupos de isolados.
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Tabela 14: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto ao comprimento do hipocétilo

de plantulas de tomate, oriundas de sementes tratadas com o antagonista, baseado no método

do comprimento médio da Silhueta.

Comprimentoem | Validagdo da
Isolado Espécie Grupo
centimetros Silhueta
CEN1071 1 421+0,31 0,74
CEN1070 1 421+0,31 0,74
CEN289 T. harzianum 5 3,74 £ 0,22 0,58
CEN1075 5) 3,74 £ 0,22 0,58
CEN1088 5 3,74+ 0,22 0,58
CEN1074 5) 3,74 £ 0,22 0,58
CEN1080 5 3,74+£0,22 0,58
CEN1077 5) 3,74 £ 0,22 0,58
CEN155 T. harzianum 4 3,56 + 0,19 0,79
Testemunha 4 3,56 +£0,19 0,79
CENZ287 T. harzianum 4 3,56 +£0,19 0,79
CENZ281 T. harzianum 4 3,56 +0,19 0,79
CEN1079 4 3,56 £ 0,19 0,79
CEN219 4 3,56 £ 0,19 0,79
CEN273 3 3,40 £ 0,27 0,75
CEN1073 3 3,40 £ 0,27 0,75
CEN161 T. asperellum 3 3,40 £ 0,27 0,75
CEN1072 3 3,40 £ 0,27 0,75
CEN1076 3 3,40 £ 0,27 0,75
CEN201 T. harzianum 3 3,40 £ 0,27 0,75
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CEN129 T. harzianum 3 3,40 + 0,27 0,75

CEN162 T. asperellum 2 3,22 + 0,46 0,96

CEN126 T. harzianum 2 3,22 £0,46 0,96

A Tabela 14 apresenta o agrupamento dos isolados de Trichoderma. No grupo 1,
encontram-se os isolados CEN1071 e CEN1070, os quais proporcionaram maior comprimento
de hipocdtilo, seguido do grupo 5 (CEN289, CEN1075, CEN1078, CEN1074, CEN1080 e
CEN1077), grupo 4 (CEN155, Testemunha, CEN287, CEN281, CEN1079 e CEN219), grupo
3 (CEN273, CEN1073, CEN161, CEN1072, CEN1076, CEN201 e CEN129) e, por fim, o
grupo 2 (CEN162 e CEN126) cujas platulas apresentaram menores comprimentos de
hipocdtilo.

O tratamento com o isolados pertencentes aos grupos 1, 5 e 4 apresentaram maiores
médias de comprimento do hipocdtilo, diferindo significativamente de todos os outros
tratamentos (Tabela 14).

Pode-se relacionar a promogao no crescimento das plantulas a producdo de hormonios,
disponibilidade de nutrientes do solo ou matéria organica e aumento na captagdo ou
translocacdo de minerais (Kleifeld & Chet, 1992). Porém nos resultados apresentados acima,
0 aumento do hipocoétilo provavelmente estd mais relacionado & producéo de fitohorménios,
0s quais podem causar alteracdes na rota do metabolismo e crescimento de pléantulas, ja que o
ensaio foi realizado sobre papel de filtro em caixa tipo gerbox, sem a presenca de nutrientes
externos que pudessem favorecer as plantas. Em trabalhos semelhantes realizados com
pepineiros, os autores Yedidia et al., (1999) e Ethur (2006) constataram que o estimulo do
crescimento realizado por isolado de T. harzianum em meio hidrop6nico estava na interacdo

formada entre fungo e planta.
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NuUmero de plantulas com lesées

Pelo método de analise de comprimento da silhueta, os isolados foram separados em

nove grupos distintos conforme ilustra a Tabela 15. O comprimento médio da silhueta foi de

0.7 indicando uma boa separagéo dos grupos de isolados.

Tabela 15: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto ao nimero de plantulas de

tomate com lesdo, resultantes do tratamento de sementes com o antagonista, baseado no

método do comprimento médio da Silhueta.

Namero de plantas | Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
com leséo Silhueta
CEN126 T. harzianum 3 167 +1,15 0,00
CEN155 T. harzianum 5 2,33 +£0.58 0,00
CEN161 T. asperellum 6 3,67 £ 2,58 1,00
CEN1076 6 3,67+258 1,00
CEN1072 8 4,00+£1,79 1,00
Testemunha 8 400+1,79 1,00
CEN1070 1 4,83+0,75 0,25
CEN289 T. harzianum 1 4,83+0,75 0,25
CEN129 T. harzianum 4 533+1,44 1,00
CEN1074 4 533x1,44 1,00
CEN1079 4 533x1,44 1,00
CEN273 4 533x1,44 1,00
CEN162 T. asperellum 7 5,75+ 2,86 0,63
CEN1075 7 5,75+ 2,86 0,63
CEN1080 7 5,75+ 2,86 0,63

80



CEN1077 5,75+ 2,86 0,63
CENZ281 T. harzianum 6,83 £ 2,23 0,65
CEN1073 6,83+ 2,23 0,65
CEN201 T. harzianum 8,00+1,51 0,76
CEN219 8,00+ 1,51 0,76
CEN1078 8,00+ 1,51 0,76
CENZ287 T. harzianum 8,00+1,51 0,76
CEN1071 8,00+ 1,51 0,76

O agrupamento de isolados que se apresentou com menor indice de plantas com lesdes

foi o grupo 3, representado pelo isolado CEN126, e na seqliéncia, em nimero crescente de

plantas lesionadas, o grupo 5 (CEN155), o grupo 6 (CEN161 e CEN1076), o grupo 8

(CEN1072 e Testemunha), o grupo 1 (CEN1070 e CEN289), o grupo 4 (CEN129, CEN1074,

CEN1079 e CEN273), o grupo 7 (CEN162, CEN1075, CEN1080 e CEN1077), o grupo 9

(CEN281 e CEN1073) e, por ultimo, com os maiores nimeros de plantas lesionadas o grupo 2

(CEN201, CEN219, CEN1078, CEN287 e CEN1071). Incontestavelmente todos os grupos de

isolados apresentaram plantas com lesdes, 0 que condiz com o trabalho realizado por Ethur

(2006), onde este autor observa plantas de tomate com lesdes ao serem tratadas com isolados

de Trichoderma.
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Figura 20: A e C — Sementes de tomate germinadas, apresentando tegumento colonizado por

Trichoderma spp.; B — Plantula de tomate da imagem ‘A’ onde foi retirado o tegumento da
semente, exibindo cotilédones lesionados e D — Plantula de tomate da imagem ‘C’ com um
pequeno fragmento de coldnia de Trichoderma spp. na base do cotilédone e tegumento ao

lado, colonizado por Trichoderma spp.

Ethur (2006), ao estudar a germinagéo de sementes de tomate, obteve resultados muito
semelhantes aos obtidos neste trabalho. Trichoderma spp. pode causar apodrecimento de
sementes de tomate, se as mesmas estiverem em contato com o agente de biocontrole sob
condicdes de umidade elevada, propiciando o rapido desenvolvimento sobre o envoltdrio das
sementes (Figura 20). Chamberlain & Gray (1974) postularam que certas espécies de
Trichoderma sejam capazes de reduzir a germinacdo das sementes, produzindo plantas jovens

raquiticas e necroses em hipocotilo e raizes.
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Promocéo do Crescimento em Tomate

Pelo método de analise de comprimento de silhueta, os isolados de Trichoderma foram

reunidos em dois agrupamentos distintos conforme ilustra a Tabela 16. O comprimento médio

da silhueta foi de 0.59 indicando uma boa separagéo dos grupos de isolados.

Tabela 16: Agrupamento dos isolados de Trichoderma quanto ao comprimento de raizes de

plantulas de tomate, resultantes de sementes tratadas com o antagonista, com base no método

do comprimento médio da Silhueta.

Comprimento em Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
centimetros Silhueta
CEN1074 1 34,8 £5,62 0,59
CEN1071 1 34,8 £5,62 0,59
CEN161 . asperellum 1 34,8 +£5,62 0,59
CEN1070 1 34,8 £5,62 0,59
CEN1078 1 34,8 £5,62 0,59
CEN281 . harzianum 1 34,8 +5,62 0,59
CEN1075 1 34,8 £5,62 0,59
CEN289 . harzianum 1 34,8 +5,62 0,59
CEN1077 1 34,8 £5,62 0,59
CEN129 . harzianum 1 34,8 +£5,62 0,59
CEN1072 2 28,5+3,48 0,59
CENZ287 . harzianum 2 28,5 +3,48 0,59
CEN201 . harzianum 2 28,5+ 3,48 0,59
CEN219 2 28,5+3,48 0,59
CEN162 . asperellum 2 28,5 +3,48 0,59
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CEN155 T. harzianum 2 28,5 +3,48 0,59
CEN1080 2 28,5+3,48 0,59
Testemunha 2 28,5 +3,48 0,59
CEN1079 2 28,5+3,48 0,59
CEN126 T. harzianum 2 28,5 +3,48 0,59
CEN1076 2 28,5+3,48 0,59
CEN1073 2 28,5+3,48 0,59

Maiores valores médios de comprimento de raiz foi apresentado pelo grupo 1

(CEN1074, CEN1071, CEN161, CEN1070, CEN1078, CEN281, CEN1075, CEN289,

CEN1077 e CEN129). Os isolados do grupo 2 (CEN1072, CEN287, CEN201, CEN219, CEN

162, CEN155, CEN1080, Testemunha, CEN1079, CEN 126, CEN1076 e CEN1073) nédo

induziram incremento de raiz, porém, ndo houve resultados estatisticamente inferiores aos

verificados com a testemunha, podendo-se inferir que os isolados aqui testados n&o

prejudicaram o desenvolvimento das raizes tratadas.

Tabela 17: Agrupamento de isolados de Trichoderma quanto ao comprimento da parte aérea

de plantulas de tomate, resultantes do tratamento de sementes com o antagonista, com base no

método do comprimento médio da Silhueta.

Comprimento em Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
centimetros Silhueta
CEN1072 4 4,90+1,33 0,83
CEN155 T. harzianum 4 490+ 1,33 0,83
CENZ281 T. harzianum 4 490+ 1,33 0,83
CEN1080 4 4,90+1,33 0,83

84




CEN219 4,20 £0,56 0,56
CEN126 T. harzianum 4,20 £ 0,56 0,56
CEN1076 4,20 £0,56 0,56
CEN201 T. harzianum 4,20 £ 0,56 0,56
CEN1079 4,20 £0,56 0,56
CEN1070 3,94 +0,44 0,60
CEN1073 3,94 +0,44 0,60
CEN1078 3,94 +0,44 0,60
CEN1071 3,94 +0,44 0,60
CEN129 T. harzianum 3,81 +£0,40 0,81
CEN1077 3,81+0,40 0,81
Testemunha 3,81 +£0,40 0,81
CEN1074 3,67+0,24 0,87
CENZ287 T. harzianum 3,67 £0,24 0,87
CENZ289 T. harzianum 3,67 £0,24 0,87
CEN162 T. asperellum 3,67 £0,24 0,87
CEN161 T. asperellum 3,23+0,46 1,00
CEN1075 3,23 +0,46 1,00

De acordo com a Tabela 17, os isolados foram divididos em seis grupos distintos, onde
os melhores resultados foram alcangados com os isolados do grupo 4 (CEN1072, CEN155,
CEN281 e CEN1080), seguido do grupo 2 (CEN219, CEN126, CEN1076, CEN201 e
CEN1079), grupo 1 (CEN1070, CEN1073, CEN1078 e CEN1071), grupo 3 (CEN129,
CEN1077 e Testemunha), grupo 6 (CEN1074, CEN287, CEN289 e CEN162) e por fim, o

grupo 5 (CEN161 e CEN1075). Verificou-se menor crescimento de hipocdtilo com os
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isolados dos grupos 6 e 5, quando comparados ao grupo 3. Entretanto essa diferenga no

crescimento de hipocoétilo para avaliagdo dos isolados deve ser cuidadosa, visto que alguns

dos isolados que apresentaram menor rendimento na promocéo de crescimento da parte aérea

proporcionaram bons resultados de crescimento de raiz, como no caso dos isolados CEN161,

CEN289, CEN1074 e CEN1075, alocados no primeiro grupo do ensaio anterior (Tabela 16).

Tabela 18: Agrupamento dos isolados de Trichoderma quanto ao peso seco da raiz de

plantulas de tomate, sob influéncia do tratamento das sementes com 0 antagonista, com base

no método do comprimento médio da Silhueta.

Peso seco de raiz Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
em gramas Silhueta
CEN155 T. harzianum 3 0,07 £ 0,03 0,96
CEN1080 3 0,07 £0,03 0,96
CEN1072 1 0,05+0,02 0,65
CEN1070 1 0,05+0,02 0,65
CENZ281 T. harzianum 1 0,05 +0,02 0,83
CEN1076 1 0,05+0,02 0,83
CEN1077 1 0,05+0,02 0,83
CEN219 1 0,05+0,02 0,83
CEN201 T. harzianum 1 0,05 +0,02 0,83
CENZ287 T. harzianum 2 0,03+0,01 0,64
CEN1078 2 0,03 +£0,01 0,64
CEN126 T. harzianum 2 0,03+0,01 0,64
CEN1074 2 0,03 +0,01 0,64
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CEN162 T. asperellum 0,03+0,01 0,64
CEN1071 0,03 £0,01 0,64
Testemunha 0,03+0,01 0,64
CENZ289 T. harzianum 0,03+0,01 0,64
CEN129 T. harzianum 0,03+0,01 0,64
CEN1078 0,03+0,01 0,64
CEN1075 0,03+0,01 0,64
CEN1073 0,03 £0,01 0,64
CEN161 T. asperellum 0,03+0,01 0,64

Com base no método de andlise de comprimento da silhueta, entende-se que o0s

melhores resultados para esse ensaio foram alcangados com isolados de Trichoderma dos

grupos 3 (CEN155 e CEN1080) e 1 (CEN1072, CEN1070, CEN281, CEN1076, CEN1077,

CEN219 e CEN201). Ja os isolados CEN287, CEN1078, CEN126, CEN1074, CEN 162,

CEN1071, CENZ289, CEN129, CEN1079, CEN1075, CEN1073, CEN161, CEN155,

CEN1080 se agruparam (grupo 2) com a testemunha. Nenhum dos isolados testados

prejudicou o desenvolvimento de plantulas, ao serem comparados com a testemunha.

87




s

Figura 21: A — Comparagdo entre plantas testemunhas e plantas tratadas com o isolado
CEN1072 (Trichoderma sp.); B — Comparagéo entre testemunha e plantas tratadas com o
isolado CEN1080; C — Comparagdo entre testemunha e plantas tratadas com o isolado
CEN1070 (Trichoderma sp.) e D — Comparagédo entre Testemunha e plantas tratadas com o
isolado CEN155 (T. harzianum).

Os resultados obtidos corroboram a maioria dos trabalhos com esse grupo de fungos,
utilizando diversas espécies agricolas, nos quais foram demonstrados incrementos na
promogédo do crescimento das plantas tratadas (Yedidia et al., 2000; Harman et al., 2011,
Hoyos-Carvajal et al., 2009). Esse incremento pode ser avaliado em termos de aumento da
biomassa, resisténcia ao estresse, produtividade e aumento da absorcdo e solubilizagdo de
nutrientes (Shoresh et al., 2010), pois sdo Varios 0s mecanismos envolvidos no estimulo do
crescimento das plantas por Trichoderma spp. (Harman, 2011b). Esse grupo de fungos
também pode produzir metab6litos com atividades analogas a fitohormdnios, como &cido
indol acético (Cutler et al., 1989).

Estudos realizados com plantas de milho conduzidos por Resende et al. (2004)
indicaram maior acumulo de matéria seca das raizes. Por outro lado, em trabalhos realizados
por Carvalho Filho et al. (2008) com Trichoderma em eucalipto, ndo foi verificado o
incremento na promogdo do crescimento. Esses resultados sugerem que a promocdo de

crescimento de plantas depende fortemente da interagdo isolado e espécie vegetal.

88



Avaliacdo dos isolados de Trichoderma quanto a rizocompeténcia em plantulas de
tomate em casa de vegetacdo

Todos os 14 isolados de Trichoderma utilizados no ensaio foram capazes de colonizar
a rizosfera, sendo que seis colonizaram o rizoplano (Tabela 19). Oito isolados ndo foram
recuperados nos plagueamentos realizados & diluicdo de 10™, ndo significando, entretanto, que
estes ndo sejam capazes de colonizar o rizoplano das plantas. Isso significa mais um fator
positivo para a utilizacdo destes como potenciais agentes de controle bioldgico, haja vista o
grande potencial demonstrado nos ensaios anteriores. Em trabalho realizado por Tsahouridou
& Thanassoulopoulos (2002), resultados semelhantes da capacidade dos isolados de
Trichoderma em colonizar raizes de tomate foram encontrados, o que corrobora com 0s
resultados aqui descritos. A colonizagdo do sistema radicular das plantas pode significar
protecdo adicional do sistema radicular, impedindo a colonizacéo por fitopatdgenos. O agente
de biocontrole forma uma barreira envolvendo a raiz da planta tratada, além de promover o
aumento de atividade das enzimas degradadoras de parede de fungos nas raizes (Amorim et
al., 2011). A interacdo de fungos do género Trichoderma com as raizes das plantas é
semelhante & observada com as micorrizas, ou seja, o Trichoderma ao penetrar e colonizar 0s
tecidos da raiz ndo desencadeia os mecanismos de defesa especifico nas platas e estas, por sua

vez, ndo o reconhecem como patogeno (Yedidia; Benhamou & Chet, 1999).

Tabela 19: Ndmero estimado de conidios de Trichoderma spp. por grama de raiz de tomate

em ensaio de rizocompeténcia.

Isolado Rizosfera Rizoplano
CEN126 |3,7x10" N4o detectado
CEN129 [4,3x10° N4o detectado
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CEN281 |9,7x10* N4o detectado
CEN287 |1,3x10° N4o detectado
CEN1070 |2,1x10° N4o detectado
CEN1071 |1,3x10° 6 x 10°
CEN1072 |[1,7x10° 3x10°
CEN1073 |2,6x10° 1x10*
CEN1074 | 4,4x10° N4o detectado
CEN1076 |45x10° 3x10°
CEN1077 |2,0x10° N4o detectado
CEN1078 |2,4x10° N4o detectado
CEN1079 | 1,9x10° 7 x 10°
CEN1080 |2,8x10° 3x10°
Testemunha | N&o detectado Néo detectado

De acordo com a Tabela 20, dois isolados (CEN126 e CEN281) ndo diferiram

significativamente da testemunha com base no teste de Tukey a 5%. Dos 14 isolados testados

nesse ensaio, merecem destaque os isolados CEN129 e CEN1076 que compdem 0 grupo 2,

com maior nimero de conidios por grama de raiz, apontando assim uma alta capacidade

destes em colonizar a rizosfera do tomateiro.
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Tabela 20: Comparacéo dos isolados de Trichoderma quanto a rizocompeténcia, nimero de
conidios por grama de raiz, aos 20 dias ap6s inoculagdo em tomateiro, baseado no método do

comprimento médio da Silhueta.

NUmero de conidios x | Validagdo da
Isolado Espécie Grupo
10"/ grama de raiz Silhueta
CEN1076 2 44,00 + 3,85 0,92
CEN129 T. harzianum 2 44,00 £ 3,85 0,92
CEN1072 1 18,53 £ 8,08 0,64
CEN1079 1 18,53 £ 8,08 0,64
CEN1071 1 18,53 £ 8,08 0,64
CENZ287 T. harzianum 1 18,53 + 8,08 0,64
CEN1077 1 18,53 £ 8,08 0,64
CEN1070 1 18,53 £ 8,08 0,64
CENZ281 T. harzianum 1 18,53 + 8,08 0,64
CEN1074 1 18,53 £ 8,08 0,64
CEN1078 1 18,53 £ 8,08 0,64
CEN126 T. harzianum 1 18,53 + 8,08 0,64
CEN1073 1 18,53 £ 8,08 0,64
CEN1080 1 18,53 £ 8,08 0,64

Avaliagdo da supressdo do tombamento de plantas de tomate por isolados de
Trichoderma contra Sclerotium rolfsii em casa de vegetacdo

Isolados de Trichoderma mostraram-se bastante promissores ao serem avaliados para
controle do tombamento de plantulas de tomate, em casa de vegetagdo. Destacaram-se 0s

isolados CEN1070, CEN1080 e CEN281, dentre os demais, segundo o método do
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comprimento médio da Silhueta (Tabela 21). Esses trés isolados apresentaram também bons
resultados nos testes de producdo de metabdlitos ndo volateis, promogéo de crescimento de
raiz e hipocotilo, conforme verificado anteriormente. O isolado CEN1080, adicionalmente,
foi capaz de colonizar a rizosfera das plantas, como verificado no experimento de
rizocompeténcia. Esses dados obtidos corroboram outros existentes na literatura. Como
exemplo destes, citam-se Reyes et al. (2002) que conseguiram resultados satisfatérios no
biocontrole de S. rolfsii, também em tomateiro, assim como Tsahouridou &
Thanassoulopoulos (2002), no controle do tombamento em plantulas e Lohmann et al. e

Mello et al. (2007), com soja, em casa de vegetagéo.

Tabela 21: Avaliagdo dos isolados de Trichoderma quando ao controle do tombamento de
plantulas de tomate (cinco plantas a cada unidade experimental), baseado no método do

comprimento médio da Silhueta.

Numero de plantas | Validacdo da
Isolado Espécie Grupo
ndo tombadas Silhueta
CEN1070 1 5,00 + 0,00 1,00
CEN126 T. harzianum 1 5,00 £0,00 1,00
CENZ281 T. harzianum 1 5,00 £0,00 1,00
CEN1080 1 5,00 + 0,00 1,00
Test. Abs. 1 5,00 £0,00 1,00
CEN1071 2 4,67 +0,48 1,00
CEN1072 2 4,67 +£0,48 1,00
CEN1073 2 4,67 +£0,48 1,00
CEN1074 2 4,67 +0,48 1,00
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CEN1078 4,67 £0,48 1,00
CEN1079 4,67 +£0,48 1,00
CENZ287 T. harzianum 467 +0,48 1,00
CEN1076 433+0,52 1,00
CEN1077 433+0,52 1,00
Test. 3,50+ 0,55 0,58
CEN129 T. harzianum 3,50 £ 0,55 0,58

Caracterizacdo molecular dos isolados de Trichoderma

Um unico produto de aproximadamente 560 a 600 pares de base foi obtido a partir das

amplificacBes pela técnica de PCR com os iniciadores ITS1 e ITS4 para os 19 isolados de

Trichoderma. ApGs o sequenciamento e posterior edigdo com auxilio de programa especifico

(DNA BASER) dos eletrofenogramas gerados no sequenciamento, 15 isolados foram

identificados como T. harzianum (CEN126, CEN129, CEN141, CEN155, CEN169, CEN170,

CEN194, CEN201, CEN223, CEN281, CEN287, CEN288, CEN289, CEN290 e CEN316),

dois como T. asperellum (CEN161 e CEN162), um como T. pseudokoningii (CEN209) e um

como T. longibrachiatum (CEN280).
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CONCLUSAO

Treze novos isolados de Trichoderma foram obtidos em éareas cultivadas com tomate na
Embrapa Hortalicas (CNPH) e foram incorporados a Colecdo de Fungos Para Controle de
Fitopatogenos e de Plantas Daninhas da Embrapa/CENARGEN, ampliando seu acervo
genético.

Segundo os testes in vitro, os isolados CEN281 e CEN287 apresentam potencial como
agentes de biocontrole a doengas causadas por S. sclerotiorum e S. rolfsii.

Os isolados de Trichoderma testados ndo possuem agdo inibitoria do crescimento de S.
sclerotiorum pela producdo de metabdlitos volateis.

Todos os isolados de Trichoderma séo capazes de inibir o crescimento de S. rolfsii pela
producdo de metabdlitos volateis, com destaque para os isolados: CEN126, CEN155,
CEN170, CEN169, CEN129, CEN290, CEN219, CEN1075 e CEN273.

Os isolados CEN1070, CEN1077, CEN1072, CEN1074, CEN1073, CEN1079,
CEN1080, CEN1076, CEN1078,CEN1071 e CEN129 possuem destacada acdo inibitoria
in vitro contra S. sclerotiorum e S. rolfsii, pela producéo de metabdlitos néo volateis.

Os isolados de Trichoderma testados ndo interferem negativamente na germinagdo de
sementes de tomate.

Isolados de Trichoderma podem causar lesdes em pléantulas de tomate durante o processo
de germinacédo, se em condicGes de umidade elevadas.

Os isolados de Trichoderma ndo afetam o desenvolvimento radicular de plantulas de
tomate.

Todos os isolados de Trichoderma selecionados para o ensaio de rizocompeténcia séo
capazes de colonizar a rizosfera de plantas de tomate em casa de vegetagdo e seis destes

colonizam também o rizoplano.
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v Os isolados CEN281, CEN1070 e CEN1080 devem ser utilizados em estudos de campo,
por haverem apresentado os melhores resultados no controle do tombamento de plantulas

de tomate, causado por S. rolfsii, em casa de vegetacao.
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