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Promocéao de crescimento, indugéo de resisténcia e controle biolégico de
fitopatégenos em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) mediados por
Trichoderma spp. ()

Autor: Priscila Pauly Ribas
Orientador: Sueli T. Van Der Sand
Co-orientador: Aida T. Santos Matsumura

RESUMO: As espécies de Trichoderma incluem muitos isolados com
importancia agronémica empregados principalmente como agentes de controle
bioldgico. Pesquisas recentes vém demonstrando a capacidade de alguns
isolados atuarem na promocéao de crescimento e na inducao de resisténcia em
diferentes culturas. Este trabalho teve como objetivo avaliar isolados de
Trichoderma spp. no desenvolvimento das plantas de feijoeiro comum
(Phaseolus wulgaris L.). lIsolados de trés espécies de Trichoderma (T.
asperellum, T. harzianum e T. viride) foram testados verificando a atividade
destes isolados no controle de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia
sclerotiorum, e a capacidade destes em: produzir acido indol acético (AlA),
sideréforos e solubilizar fosfato in vitro, bem como interagir com um inoculante
de rizébio na promocao do crescimento em casa de vegetacdo e atuarem na
imunizacdo das plantas tratadas. Todos os isolados produziram metabdlitos
volateis, enzimas hidroliticas, AlA, sideréforos e solubilizaram fosfato in vitro.
Trichoderma spp. aumentou a porcentagem de germinagdo e vigor das
sementes tratadas, entretanto o efeito na promocédo de crescimento nao foi
comprovado. A atividade enzimatica de peroxidase, polifenoloxidase e
fenilalanina amdnia-liase foi maior em plantas tratadas com Trichoderma spp. Os
resultados demonstram que a selecdo pode direcionar aqueles isolados que
podem ser empregados na agricultura de acordo com suas caracteristicas e
pode ser uma solugcéo para garantir o sucesso da aplicagdo no campo.

(WTese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia do
Controle Biolégico, Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (129p.) Marco, 2014



Growth promotion, resistance induction and biological control of common beans
(Phaseolus vulgaris L.) phytopathogens by Trichoderma spp. (!
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Adviser: Sueli T. Van Der Sand
Co-adviser: Aida T. Santos Matsumura

ABSTRACT: Trichoderma species includes many important agricultural isolates,
mainly deployed as biological control agents. Recent researches has
demonstrated the ability of some isolates to act in growth promotion and immunity
induction in different crops. This work aimed to evaluate Trichoderma spp.
isolates in common bean plants (Phaseolus vulgaris L.) development. Strains of
three Trichoderma species (T. asperellum, T. harzianum and T. viride) were
tested by verifying the activity of these strains on Fusarium oxysporum f.sp.
phaseoli and Sclerotinia sclerotiorum control and their abilities on indol acetic
acid (IAA) and siderophores production and phosphate in vitro solubilization.
Their interacting with rhizobia inoculant in growth promotion in greenhouse
condition and acting in treated plants immunization was also evaluated. All strains
produced volatile metabolites, hydrolytic enzymes, IAA, siderophores and they
solubilized phosphate in vitro. Trichoderma spp. increased the percentage of
germination and vigor in treated seeds. However, the effect in growth promotion
was not proven. The enzymatic activity of peroxidase, polyphenoloxidase and
phenylalanine ammonia lyase was higher in plants treated with Trichoderma spp.
The results demonstrated that selection can target those strains that can be
deployed in agriculture in according to their characteristics and can be a solution
to ensure the success on field application.

(Doctoral thesis in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.
(129p.) March, 2014.
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1. INTRODUGCAO

A consciéncia de que o uso intensivo de agrotéxicos na agricultura
tem promovido diversos problemas de ordem ambiental tem aumentado a
necessidade de se investigar métodos alternativos de producao de insumos,
como fertilizantes e agrotéxicos, adotando formas que sejam, ao mesmo tempo,
eficientes e menos agressivas a saude humana e ao equilibrio dos ecossistemas.

Durante o manejo da cultura no campo é possivel desenvolver
praticas a partir de conceitos bioldgicos, encontrando uma forma, a mais in6cua
possivel, de ativar os mecanismos de controle biol6gico, promocao de
crescimento e defesa da planta, deixando que ela prépria, com a interacdo do
meio, se desenvolva e se proteja contra patégenos, ao invés de satura-la e
intoxica-la com produtos quimicos.

O solo abriga, de uma forma geral, uma heterogénea e diversificada
comunidade biolégica, da qual microrganismos eucariotos e procariotos
constituem a maioria, tanto em nimero quanto em multiplicidade. Entre eles,

destaca-se o0 género de fungos Trichoderma, comumente encontrados na



microbiota da maioria dos tipos de solo, especialmente nos ricos em matéria
organica, por ser um decompositor desse tipo de material. Esse fungo é
conhecido como micoparasita necrotréfico eficaz no controle de inimeros
patégenos, principalmente fitopatbgenos de solo, como Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sp., Sclerotium rolfsii e Pythium sp.

Os mecanismos envolvidos na a¢ao antagonistica de Trichoderma sp.
sdo bem estudados e conhecidos. Por esse motivo, existem inUmeros produtos
a base de Trichoderma spp. comercializados para aplicagdo em casa de
vegetacao e campo, tanto no Brasil como em diferentes paises. A producao de
biopesticidas a base de Trichoderma spp. representa 60% dos biopesticidas
fungicos produzidos no mundo. Somente no Brasil, sdo comercializadas
aproximadamente 11 diferentes produtos desses biopesticidas. O estado do Rio
Grande do Sul merece destaque no cenario nacional de biopesticidas a base de
Trichoderma spp., ja que contribui com quatro produtos, fabricados em diferentes
cidades do estado (Venéancio Aires, Caxias do Sul, Santa Cruz do Sul e Porto
Alegre).

Pesquisas recentes vém demonstrando o potencial dessas espécies
em aplicacées biotecnoldgicas variadas, entre as quais muitas aplicadas a
agricultura, como a biorremediagdo de solos contaminados com produtos
quimicos e a promocao de crescimento de plantas. A literatura disponivel
demonstra a acado de Trichoderma sp. na promoc¢ao do crescimento vegetal e,
como eliciador dos mecanismos de defesa nas plantas, mostrando que o uso de
produtos biolégicos como uma alternativa aos produtos quimicos pode ir além

do efeito fungicida. Recentemente, foi registrado junto ao Ministério da



Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o primeiro produto (ICB
NUTRISOLO TRICHODERMA) contendo uma associacdo de espécies de
Trichoderma como inoculante agricola, explorando uma nova perspectiva em
pesquisa e comércio de produtos biolégicos.

A ampla gama de acao, o elevado potencial de mercado e importancia
ambiental bem como social da aplicacdo de bioprodutos, tornam as pesquisas
em conhecimentos biolégicos do microrganismo benéfico, na otimizacao das
formas de aplicacdo do produto e nos mecanismos envolvidos nos diferentes
processos imprescindiveis para garantir a eficiéncia e o sucesso da utilizacao
desses produtos.

Com a hip6tese de que espécies de Trichoderma possam interferir no
desenvolvimento das plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
auxiliando no controle biolégico de fitopatdgenos importantes na cultura,
promovendo o crescimento vegetal e induzindo os mecanismos de defesa na
planta, este trabalho teve como objetivos:

1. Verificar a eficiéncia de Trichoderma spp. no antagonismo de Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum in vitro;

2. Avaliar a produgdo de auxinas, como o acido indol acético por
Trichoderma spp. in vitro;

3. Avaliar a capacidade de Trichoderma spp. na captacado de nutrientes do
solo, pela produgéo de sideroforos e solubilizagdo de fosfatos in vitro;

4. Avaliar a eficiéncia de Trichoderma spp. na promocao de crescimento e
nutricdo do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) em casa de

vegetacao;



5. Avaliar a eficiéncia de Trichoderma spp. atuar como eliciador dos
mecanismos de defesa contra fitopatdgenos em feijoeiro comum

(Phaseolus vulgaris L.) em casa de vegetagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescimento populacional ao longo dos tempos teve como
consequéncia o aumento da demanda por alimentos. Esta demanda estimulou
os agricultores a produzirem alimentos em grande quantidade com o monocultivo
intenso e em grandes areas (SOUZA & DUTRA, 2003).

Dentre as principais monoculturas implantadas, a cultura do feijao tem
grande importancia social e econémica, ja que € um dos alimentos basicos de
varios povos, principalmente o brasileiro, constituindo uma das principais fontes
de proteina vegetal, presente em 94% dos pratos consumidos no pais
(BARBOSA, 2007). O Brasil € o maior produtor mundial de feijao, com a
produtividade na safra 2012/2013 avaliada em 2.829,1 mil t, em 3.061,2 mil ha
com um rendimento médio de 924 kg/ha (CONAB, 2013).

Para manter ou aumentar a produtividade das culturas, ja que os
nutrientes do solo passam a ser limitados e com o surgimento de epidemias, a
agricultura passou a depender e insumos quimicos, como fertilizantes e

agrotéxicos (FRIGUETTO, 1997; BERG, 2009). Entretanto, a utilizagdo dos



produtos quimicos sem amparo técnico aos produtores rurais, que até hoje
realizam aplicacbes desnecessarias, em volumes maiores do que O
recomendado e sem indicagdo de um agrébnomo, tém provocado diversos
impactos ambientais e na saide do homem (GUNNEL, et al., 2007; LEACH &
MUMFORD, 2008; BERG, 2009).

A divulgacado desses problemas vem despertando a atencdo da
sociedade para o uso abusivo na agricultura dos produtos que provocam
contaminagcao do ambiente e da cadeia alimentar, incentivando a busca por
alimentos produzidos sem o uso de produtos quimicos, principalmente os
agrotoéxicos, levando ao desenvolvimento de sistemas de cultivo sustentaveis,
que envolvam o manejo adequado dos recursos naturais, evitando a degradacéo
do ambiente de forma a garantir a satisfacdo das necessidades humanas das
geracoes atuais e futuras (BIRD et al., 1990).

Os sistemas de protecao de plantas que visam reduzir a quantidade
de produtos quimicos aplicados em campo buscam obter vantagens nas
interacdes de ocorréncia natural, dando énfase ao manejo das relacdes
biolégicas, como aquelas entre pragas e predadores, e em processos naturais,
como a fixagao biolégica do nitrogénio e uso de inoculantes no campo ao invés

do uso de métodos quimicos (BETTIOL & GHINI, 2003).

2.1 Microrganismos benéficos como agentes de controle biolégico de
fitopatégenos
Interagcdes entre microrganismos que compartilham um nicho

ecolégico revestem-se de caracteristicas fundamentalmente competitivas. Entre



a microbiota circundante, a relagcdo entre os microrganismos é quase sempre
hostil, por produzir e liberar no meio substancias antibiéticas, por competir por
agua e nutrientes, por sequestrar ions importantes e, eventualmente, até mesmo
por predar e hiperparasitar outros microrganismos (HOWELL, 2003; BENITEZ et
al., 2004; ROMEIRO, 2007 a). O potencial antagbnico de um microrganismo
pode ser definido como a sua capacidade de atuar negativamente sobre os
fitopatégenos. O controle é realizado através da acao antagonistica expressa
pela antibiose, micoparasitismo e competicdo (HOWELL, 2003; BENITEZ et al.,
2004).

A antibiose ocorre durante interacées envolvendo compostos de baixo
peso molecular difusiveis ou antibiéticos produzidos pelos microrganismos, que
inibem o crescimento de outros microrganismos. O micoparasitismo é o ataque
direto de um fungo a outro, e € um processo complexo que envolve uma série
de eventos sequenciais, incluindo reconhecimento, ataque, penetragdo e morte
do hospedeiro. A competicdo pode envolver a agilidade em um microrganismo
se desenvolver e colonizar a rizosfera de uma planta, inibindo a colonizacao de
outro microrganismo, bem como pela habilidade de competir pelos nutrientes
presentes no ambiente, principalmente pela captagao de nutrientes indisponiveis
para 0 consumo sem que exista uma intervencdo quimica do microrganismo

(HOWELL, 2003; BENITEZ et al., 2004).



2.2 Microrganismos benéficos como agentes de promocao de
crescimento vegetal

O crescimento das plantas é influenciado por incontaveis fatores,
biéticos ou abidticos, e, tradicionalmente os agricultores langam mao de
procedimentos fisicos e quimicos para alterar beneficamente as propriedades e
as caracteristicas do solo, com intuito de aumentar a produtividade (BERG,
2009). A biotecnologia vegetal tem contribuido para o desenvolvimento de novas
variedades com elevado indice de resisténcia a patégenos, seca e tolerancia a
sal (BOHNERT et al., 1996; DE SOUZA et al., 2006; ASHRAF, 2010; KAJALA et
al., 2011).

Ao longo dos ultimos 150 anos, as pesquisas vém demonstrando
repetidamente que bactérias e fungos sdo capazes de manter uma interacao
intima com suas plantas hospedeiras e também sio capazes de promover o
crescimento da planta bem como suprimir fitopatégenos (WHIPPS, 2001;
THAKORE, 2006; AMBARDAR &VAKHLU, 2013). Entretanto, a dispensa no solo
de microrganismos benéficos com esta finalidade ainda é pouco comum
(ROMEIRO, 2007 a). Uma das poucas excecoes é 0 uso de espécies de
Rhizobium e Bradyrhizobium como inoculantes fixadores de nitrogénio, pratica
mundialmente conhecida e utilizada nos Estados Unidos ha mais de cem anos
(BASHAN, 1998).

A aplicacdo de microrganismos no campo requer um estudo da
compatibilidade microrganismo-hospedeiro, jA& que a sua morfologia e a
producdo de metabdlitos secundarios especificos podem conferir e eles certa

especificidade por espécie(s) de planta(s) (BERG & SMALLA, 2009). Esse fato



nao reduz a possibilidade de encontrarmos microrganismos compativeis, ja que
todos 0s microambientes associados as plantas, especialmente na rizosfera sao
colonizados por uma ampla gama de microrganismos (BERG, et al., 2005) e
destes entre 1 e 35 % demonstraram capacidade de inibir fitopatégenos in vitro
(BERG, et al., 2002, BERG, et al., 2006) e mais de dois tercos da populacao
microbiana cultivavel demonstra capacidade de atuar como promotor de
crescimento vegetal (CATTELAN, et al., 1999; FURNKRANZ, et al., 2009).
Dentre os microrganismos com acado conhecida na promocao de
crescimento vegetal estdo as bactérias promotoras do crescimento vegetal,
também conhecidas como rizobactérias promotoras de crescimento vegetal
(PBPRs), e se destacam os géneros Bacillus sp. e Pseudomonas sp. (POWELL,
et al., 1994). Entretanto, outros microrganismos, como diferentes géneros de
fungos e actinomicetes podem atuar na promocdo de crescimento vegetal

(WHITELAW, et al., 1999; NIMNOI, et al., 2010).

2.2.1 Mecanismos envolvidos na promocao de crescimento vegetal

Diversos mecanismos estdao envolvidos nas interacdes planta-
microrganismos (WHIPPS, 2001; COMPANT, et al., 2005). Estas interagcbes
dependem diretamente da competéncia dos microrganismos em colonizar o
habitat, como a rizosfera, por exemplo (LUGTENBERG, et al., 2002; HOWELL,
2003; KAMILOVA, et al., 2005).

A rizosfera € um nicho ecolégico que suporta uma ampla gama de
microrganismos ja que a regido em volta da raiz € relativamente rica em

nutrientes, pois, mais de 40% dos produtos fotossintéticos das plantas sao
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perdidos pelas raizes (BAIS, et al., 2006). Conforme Bowen & Rovira (1999), a
importancia da microbiota da rizosfera para a planta é indiscutivel para a saude
do sistema radicular, absorcao de nutrientes e para a tolerancia a adversidades
do ambiente. Os passos para a colonizacdo e as diversas estratégias para
estabelecer as interacdes entre planta-microrganismo incluem reconhecimento,
aderéncia, invasao (apenas para endofitos e patégenos), colonizagdo e
crescimento. As raizes das plantas iniciam a interacdo com 0s microrganismos
do solo pela produgao de sinais que sao reconhecidos pelos microrganismos,
que, em troca produzem os sinais para iniciar a colonizacao (BAIS, et al., 2006;
HARMAN et al., 2004). Os microrganismos moveis sao preferidos para participar
e reagir nessa interacdo. (LUGTENBERG, et al., 2002).

Quando tratamos das interacdes entre microrganismos e o ambiente,
estudos indicam que essas interacdes microbianas podem apresentar carater
neutro, benéfico ou detrimental (BETTIOL, 1991), e sdo elas que determinam o
equilibrio ecolégico entre determinados microrganismos em um habitat (HENIS
& CHET, 1975). A acao de diversos microrganismos como promotores de
crescimento ja é descrita por diversos autores (ROMEIRO, 2007a;

CONTRERAS-CORNEJO, et al., 2009; BERG, 2009).

2.2.1.1 Producao de horménios reguladores do crescimento vegetal
Microrganismos sao capazes de atuar na producdo de metabdlitos

reguladores de crescimento (BERG, 2009). Entre as substancias reguladoras do

crescimento conhecidas destacam-se o grupo das auxinas, que sao substancias

que tém em comum a capacidade de atuar na expansao e no alongamento
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celular, ajudando também na divisdo celular em culturas de tecidos,
principalmente no enraizamento (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Acido indol-acético (AIA), etileno, citoquininas e giberelinas sao
exemplos de auxinas, horménios que desempenham um importante papel como
reguladores do crescimento (BENITEZ et al., 2004; BERG, 2009). Esses
hormonios podem ser sintetizados pelas préprias plantas e também através de
sua associagao com microrganismos (BERG, 2009).

A auxina com maior relevancia fisiolégica € o AIA, uma auxina natural
comumente encontrada nas plantas que apresenta efeito positivo no crescimento
das raizes que possibilita que a planta tenha acesso a uma maior quantidade de
nutrientes no solo (VESSEY, 2003). Segundo Gravel et al. (2007), o
envolvimento do AIA na complexa interagdo entre a microflora rizosférica e a
planta hospedeira requer uma constante troca de materiais e sinais e tem sido
alvo de inumeros trabalhos (COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995;
PATTERN & GLICK, 1996; PERSELLO-CARTIEAUX et al., 2003).

Os tecidos radiculares sado essencialmente sensiveis a diferentes
concentracdes do AlA e podem ser bastante afetados por fontes externas deste
regulador de crescimento, incluindo fontes microbianas (TANIMOTO, 2005). As
concentragdes exdgenas de AlA na rizosfera das plantas podem causar efeito
negativo quando em excesso, inibindo o crescimento das raizes (XIE et al.,
1996). Esse efeito negativo pode ser minimizado por microrganismos que
degradem auxina e proporcionem melhores condicdes para o desenvolvimento

foliar (GRAVEL et al., 2007).
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2.2.1.2 Disponibilizacao de nutrientes para as plantas

Nutrientes minerais sdo elementos obtidos do solo principalmente na
forma de ions inorganicos. O suprimento inadequado de um elemento essencial
provoca um disturbio nutricional que se manifesta por sintomas caracteristicos
na planta. A eficiéncia de alguns isolados microbianos na disponibilizacao de
nutrientes inacessiveis para a planta contribui na reducao dos danos provocados
pela deficiéncia dos mesmos (TAIZ & ZEIGER, 2009). O ferro e o fésforo séo
nutrientes essenciais para a nutricdo e desenvolvimento das plantas, entretanto,
na maior parte das vezes estao indisponiveis no solo (ROMEIRO, 2007a).

O ferro tem um importante papel como componente de enzimas
envolvidas na transferéncia de elétrons, como os citocromos. A deficiéncia desse
nutriente é responsavel pela clorose entre as nervuras de folhas jovens, tornando
as folhas brancas, pela ineficiéncia na sintese de alguns complexos constituidos
por clorofila e proteina no cloroplasto (TAIZ & ZEIGER, 2009). O Fet** é mais
facilmente absorvido, embora exista no solo predominantemente na forma
oxidada (Fe***). Muitos microrganismos, principalmente bactérias e fungos,
produzem sideréforos, que sao pigmentos extracelulares que seqliestram Fe*++,
indisponibilizando o micronutriente no meio, transportando o ferro para o interior
das células, onde o ferro é sintetizado (HERNANDEZ et al., 2004; ROMEIRO,
2007b). Os trabalhos de Bar-Ness, et al. (1992) e Wang, et al. (1993) evidenciam
a capacidade das plantas de absorver o complexo sideréforo-Fet*+ dos
microrganismos.

O fosforo € um componente integral de compostos importantes na

célula vegetal, incluindo fosfato-acucares, intermediarios da respiracdo e
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fotossintese, bem como os fosfolipideos que compéem as membranas vegetais.
Ele também é um componente de nucleotideos utilizados no metabolismo
energético das plantas (como ATP) e no DNA e RNA. Sintomas caracteristicos
da deficiéncia de fésforo incluem crescimento reduzido em plantas jovens e uma
coloracao verde-escura das folhas, que podem ser malformadas e conter
pequenas manchas necréticas (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Alguns microrganismos, principalmente fungos como Aspergillus e
Penicillium sao capazes de liberar P de compostos inorganicos insoluveis. Os
mecanismos envolvidos na solubilizacdo variam nao apenas de acordo com o
microrganismo testado, mas também é dependente da fonte de carbono utilizada
(MENDES et al., 2004), podendo acontecer através da acidificacdo do meio, da
producéo de acidos organicos que agem solubilizando o mineral, ou através da
producdo de fosfatases, enzimas que liberam o radical fosfato da matéria
organica (PAL, et al., 2004; ASERI et al., 2009; KAPRI & TEWARI, 2010;
MENDES et al., 2014). Segundo Richardson (2001), a solubilizacdo de fosfatos
na rizosfera € o modo mais comum de acado dos microrganismos promotores de

crescimento vegetal que atuam disponibilizando nutrientes para as plantas.

2.3 Inducao de resisténcia na planta

De forma indireta, a presenca dos microrganismos no rizoplano atua
como eliciador na inducéao de resisténcia da planta, desencadeando a sintese de
substancias que agem como sinais bioquimicos, que se difundem por toda a
planta, ativando genes de resisténcia que estavam inativos que se expressam

para a sintese de componentes de resisténcia (ROMEIRO, 2007a).
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Em qualquer circunstancia, plantas expostas a eliciadores de
resisténcia apresentam um aumento nas atividades enzimaticas envolvidas em
rotas de percepcéao da presenca de patégenos em potencial, rotas de sinalizacao
bioquimica a pontos distantes do sitio onde o sinal foi originado e, por
consequéncia, aumentos nas atividades de enzimas envolvidas na sintese de
componentes da resisténcia que se expressa (HERNANDEZ et al., 2004;
ROMEIRO, 2007b).

Estdo envolvidos nesse processo as enzimas conhecidas como
proteinas relacionadas a patogénese (PR ou PRP). Sao exemplos quitinases,
glucanases, peroxidades, polifenol-oxidases, fenilalanina-aménea-liases e
lipoxigenases. Essas enzimas ja foram detectadas em tecidos de diversas
plantas, como nos tecidos de cacaueiro (MACAGNAN et al., 2008), tomateiro
(SILVA, et al., 2004; CHOWDAPPA et al., 2013) e pepineiro (YEDIDIA et al.,

1999).

2.4 Caracteristicas do género Trichoderma sp.

O fungo Trichoderma sp. corresponde a fase anamérfica do género
Hypocrea que pertence ao filo Ascomycota (AGRIOS, 1997). As espécies de
Trichoderma geralmente sdo encontradas como componentes da microbiota de
quase todos os tipos de solos, especialmente os organicos, incluindo a camada
de humus das florestas, solos agricolas no campo e em pomares, contendo
cerca de 10'-10° propagulos cultivdveis por grama. Podem viver
saprofiticamente ou parasitando outros fungos (ROIGER et al., 1991; HARMAN

et al., 2004).
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Esse fungo tem como caracteristica morfol6gica micélio inicialmente
de coloracao branca e de crescimento rapido. Com o desenvolvimento, 0 mesmo
torna-se cotonoso e compacto com tufos verdes escuro (devido a coloracao e a
quantidade de conidios). Os conidios sao unicelulares, de forma subglobosa,
ovoide, elipsoide ou eliptico-cilindrica, com textura lisa ou rugosa e coloragcao
hialina para verde-amarelado até verde-escuro, sendo a Ultima mais comum.
Tem uma forma de esfera, no apice das fialides. As fidlides tém forma de cantil
com o centro dilatado e o apice afilado, solitarias ou em grupos, hialinas,
formando um angulo com os conidi6foros. Os conidiéforos sao muito
ramificados, solitarios ou em tufos compactos, geralmente em formato conico ou
piramidal. Normalmente mostram-se eretos, formando um angulo reto com a hifa
vegetativa. As areas conidiais apresentam-se em forma de faixas concéntricas
de coloracao verde (KUBICEK & HARMAN, 1998).

As espécies de Trichoderma possuem a capacidade de colonizar as
raizes das plantas, mas os conidios também podem ser aplicados em frutos,
flores e folhas e as doencas de plantas podem ser controladas pela aplicacao do
fungo em qualquer um destes locais (HARMAN, 2000; VERMA et al., 2007).
Quando ocorre penetracdo no tecido das raizes, normalmente é limitada as
primeira e segunda camadas de células (YEDIDIA et al., 2000), mas também
podem ser encontrados como endofiticos em diferentes plantas, como no caso
de Trichoderma stromaticum endofitico em sistema vascular de cacau (EVANS
et al., 2003). Normalmente, a colonizac&do dos tecidos das plantas e a infeccéao
das raizes nao provoca reacdes patogénicas nas plantas hospedeiras

entretanto, existem casos particulares que relatam isolados de Trichoderma spp.
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como patégenos em plantas, causando doengas em maca, milho e alfafa
(HARMAN et al., 2004).

O wuso de Trichoderma sp. na agricultura estd relacionado
principalmente com sua capacidade de atuar de forma antagonistica contra
fitopatégenos, mas alguns dos mecanismos de acao de Trichoderma sp. vém
sendo relacionados com a promoc¢ao de crescimento vegetal (HOWELL, 20083;
BENITEZ et al., 2004; BAE et al., 2009; CARVALHO et al., 2011). O avango nas
pesquisas com Trichoderma também geraram dados referentes a interacoes
diretas entre este fungo e outros microrganismos e estudos moleculares do papel
de genes especificos (GRUBER et al., 2011; REITHNER et al., 2011; MEHRABI-

KOUSHKI, et al., 2012).

2.41 Trichoderma spp. como agentes de controle biolégico de
fitopatégenos

Considerado um fungo de rapida colonizacdo e particularmente
invasivo, diferentes espécies de Trichoderma podem agir contra fungos
fitopatogénicos (REINO et al., 2008). Os principais mecanismos envolvidos no
processo de controle bioldgico sdo antibiose, micoparasitismo e competi¢cao por
espaco ou nutrientes (Figura 1) (HOWELL, 2003; BENITEZ et al., 2004; VERMA
et al., 2007).

A antibiose é o processo de secrecao de compostos anti-microbianos
por fungos antagonistas que suprimem e/ou matam fungos patogénicos que
estdo na vizinhanca de sua area de crescimento (SCHIRMBOCK et al., 1994).

Muitas espécies de Trichoderma produzem metabdlitos toxicos volateis e ndo
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volateis, como o acido harzianico, alameticinas, tricolinas, peptaboils,
antibiéticos, 6-fenil-a-pirona, massoilactona, viridina, gliovirina, glisopreninas,
acido heptelidico e outras que impedem a colonizacdo dos demais

microrganismos (BENITEZ et al., 2004; REINO et al., 208).

(a)

Penetracdo pela degradacado
do micélio do fungo
patogénico causada por
Trichoderma

Fungo
patogénico

Trichoderma

Trichoderma
Fungo

patogénico

Trichoderma

Crescimento micelial: metabolitos anti
microbianos, horménios de
crescimento, matéria organica simples

Figura 1. Mecanismos envolvidos no controle biolégico por Trichoderma spp. (a)
Micoparasitismo (b) competicdo por espaco (c) producdo de metabdlitos e

competicao por nutrientes. Fonte: Verma et al., 2007.
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Trichoderma spp. € o fungo micoparasita mais amplamente estudado
(PUNJA & UTKHEDE, 2003). A atuagcdo de Trichoderma spp. no
micoparasitismo de patégenos é parcialmente devido a expressao sequencial de
enzimas degradadoras de parede celular, mais comumente quitinases,
glucanases e proteases (HARMAN et al., 2004). O padrao de indugéao difere de
um isolado de Trichoderma para outro, mas acredita-se que o fungo secrete
exoquitinases constitucionalmente em niveis baixos (BENITEZ et al., 2004).

O micoparasitismo envolve modificagbes morfolégicas como o
enrolamento das hifas e a formacao de estruturas tipo apressorios, que servem
para penetrar no hospedeiro e contém altas concentracoes de solutos osméticos
como o glicerol (Figura 2) (BENITEZ et al, 2004). Trichoderma reconhece o
patdbgeno com carboidratos da parede celular que se ligam as lectinas do
patégeno. Uma vez iniciado o ataque, Trichoderma enrola suas hifas em torno
do patégeno e forma o apressério. O passo seguinte é a producdo de enzimas
degradadoras da parede celular e peptaboils, que facilitam a entrada da hifa do
micoparasita no limen do fungo parasitado e a assimilacdo do conteudo da

parede celular (HOWELL, 2003).
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Figura 2. Penetragdo e formacdo do haustério de Trichoderma virens (hifa

menor) em Rhizoctonia solani (Hifa maior). Fonte: Howell, 2003.

As espécies de Trichoderma crescem rapidamente quando
inoculadas no solo por serem naturalmente resistentes a muitos compostos
toxicos, incluindo herbicidas, fungicidas, DDT e compostos fendlicos,
predominando sobre outras espécies mais sensiveis a estes compostos,
evitando que estes microrganismos consigam colonizar a rizosfera e, no caso de
fitopatdgenos, iniciar o processo de infecgao e doenga nas plantas (HOWELL,
2003; BENITEZ, 2004; VERMA et al. 2007). Trichoderma também possui como
caracteristicas a excrecao de compostos quelantes, como os sider6foros que
mobilizam o ferro do ambiente e formando um complexo ferro-sider6foro que é
entdo recuperado via mecanismo especifico de captagdo e a maior capacidade

de mobilizar outros nutrientes do solo em relagdo aos demais microrganismos.
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2.4.2 Trichoderma spp. como agentes de promocao de crescimento

Os isolados de Trichoderma estédo associados com as raizes das
plantas e com a rizosfera, sendo capazes de colonizar raizes, produzindo
compostos que estimulam o crescimento das plantas (BENITEZ et al., 2004).
Semelhante ao que ocorre com fungos micorrizicos, a alta concentragdo de
polissacarideos hidratados na camada mucilaginosa e mono e dissacarideos
excretados pelas raizes das plantas na rizosfera proporcionam o crescimento do
fungo (HERMOSA et al.,, 2012). A sacarose derivada das plantas € um
importante recurso para as células de Trichoderma, facilitando a colonizacéo
rizosférica, a coordenacao dos mecanismos de defesa e o aumento na taxa da
fotossintese foliar (VARGAS et al., 2009; DRUZHININA et al., 2011).

As atividades de promocao de crescimento estdo diretamente
relacionadas com a capacidade dos isolados colonizarem as raizes das plantas.
Estes isolados sdo capazes de aderir e reconhecer as raizes das plantas, onde
penetram e resistem aos metabdlitos toxicos produzidos pelas plantas em
resposta a invasdo de um organismo exdgeno, patégeno ou nao (HOWELL,
2003; HERMOGSA et al., 2012). Em Trichoderma, a aderéncia a superficie das
raizes pode ser mediada pelas hidrofobinas, que sao pequenas proteinas
hidrofébicas das células externas da parede celular que revestem a superficie
celular do fungo, e proteinas tipo expansina relacionadas com o
desenvolvimento da parede celular (DRUZHININA et al., 2011; HERMOSA et al.,
2012) ja a capacidade de resistir aos metabdlitos téxicos produzidos pelas
plantas esta associado com a presenca dos sistemas de transporte ABC, que

sao fatores chave em multiplas interagdes estabelecidas por isolados de
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Trichoderma usados em biocontrole com outros microrganismos em um
ambiente potencialmente antagonistico ou téxico (RUOCCO et al., 2009), com
rapida degradacao dos compostos fendlicos exsudados pelas plantas (CHEN et
al., 2011), e com a supressao da producgao de fitoalexinas, como as detectadas
em Lotus japonicus durante a colonizacao de Trichoderma koningii (MASUNAKA
et al., 2011).

A colonizacao rizosférica por Trichoderma spp. frequentemente provoca
melhor desenvolvimento e maior crescimento das raizes, melhor produtividade
da cultura, maior resisténcia a estresses abidticos e melhor captacdo e
aproveitamento dos nutrientes do solo (HARMAM et al., 2004). Chet et al. (1997)
indicam a possibilidade de 300% de aumento na produtividade quando
Trichoderma koningii e Trichoderma hamatum sao aplicados em campo. O
mesmo aumento foi observado na germinagdo de sementes (BENITEZ et al.,
2004).

Trichoderma spp. produzem auxinas que sédo estimulantes do crescimento
das plantas e desenvolvimento das raizes (CONTRERAS-CORNEJO et al.,
2009). Os mesmos autores propuseram um modelo de rota envolvida na
promoc¢do de crescimento de Arabidopsis pela inoculagdo de Trichoderma
virens, que pode ser observado na Figura 3, onde T. virens induz a proliferacao
lateral das raizes e o0 aumento da acumulacao de biomassa pela producao de
acido indol acético e indol acetaldeido. O indol acetaldeido pode se converter a
acido indol acético pelas enzimas da planta ou pode regular diretamente a
expressao de genes auxina-induziveis, possivelmente pela interagdo com os

receptores de auxinas. O indol etanol ndo demonstrou atividade de auxina-like
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clara, mas pode atuar como uma forma de estoque para outros compostos

inddlicos como acido indol acético e indol acetaldeido.

Trichoderma virens

l

Compostos auxina-like
CH,CH,0H CH,CHO CH,COOH
j H : N : B
H H H

Indol-3-etanol Indol-3-acetaldeido Acido Indol-3-acético

2
' l ‘mfdopsis thaliana

Transducao de sinais

l

Desenvolvimento das raizes

l

Estimulacao do crescimento

Figura 3. Resposta de crescimento de Arabidopsis a Trichoderma virens e sua

regulacao. Fonte: Contreras-Cornejo et al., 2009.

O efeito de Trichoderma atroviride na promog¢ao de crescimento em
sementes de tomate tem sido associado com a producao reduzida de etileno,
resultado de um decréscimo no seu precursor, o acido 1-carboxilico—1-
aminocilopropano (ACC) pela degradacdo microbiano o acido indol acético
produzido pelas plantas na rizosfera, e/ou pela agao da enzima ACC desaminase

(ACCD) presente no microrganismo (GRAVEL et al., 2007).
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Trichoderma spp. pode aumentar a captacdo de diversos nutrientes
nas raizes. A producdo de acidos organicos por Trichoderma spp. € O
lancamento destes na rizosfera pode tanto sequestrar cations como acidificar o
microambiente préximo das raizes, solubilizando P, Mn, Fe, e Zn, tornando-os
disponiveis para a nutricao das plantas (ALTOMORE et al., 1999).

Além da modificagao rizosférica, a captacado de ferro do solo pode
ocorrer através da producao de sideréforos pelos isolados de Trichoderma spp.
(HERNANDEZ et al., 2004). Nas plantas, a estratégia Il de captacéo de ferro,
gue nao possui prevaléncia conhecida, envolve a captagdo de Fe3* através do
complexo sideréforo-Fe®* produzido por microrganismos (LOPER & BUYER,
1991). Estes autores acreditam que as plantas podem transportar o Fe do
complexo sideroforo-Fe3*+ pela reducdo a Fe®* e uma troca de ligante com o
fitossider6foro, respectivamente, ou pela absorcdo direta do complexo
sideréforo-Fe3*. Como os sider6foros microbianos geralmente apresentam
estabilidade melhor e constante do complexo Fe-quelante (e, presumidamente
equilibrio constante) do que os fitossideréforos como o acido mugineico, a troca
de ligante requer excesso de fitossider6foros e cinética favoravel. A
concentracdo estimada de acido mugineico e sidero6foros microbianos na
rizosfera € de 1 mg/kg e 300 pg/kg, respectivamente. Um esquema
demonstrando a forma de absorcao de Fe através da troca de ligantes pode ser
observado na Figura 4. Devido a cinética favoravel, a troca de ligantes entre
sideréforos microbianos e fitossider6foros parece provavel, mas pode nao ser o

unico mecanismo de utilizagao de sideréforos microbianos pelas plantas.
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B FITOSSIDEROFORO
m SIDEROFORO

Fed*

@ O MICRORGANISMOS DA RIZOSFERA

Fe2* (OXIDADO)

-\’ /, . Oxidagao de Fe®* para Fe?*

Absorgao Fe®* pelo
sideréforo microbiano Troca de ligantes

Figura 4. Esquema de absorcao de Fe através de siderdforos micobianos pelas

plantas, segundo teoria proposta por Loper & Buyer, 1991.

2.4.3 Trichoderma spp. como eliciador de inducao de resisténcia na planta

A associacdo entre isolados de Trichoderma e as raizes pode
estimular os mecanismos do sistema defensivo das plantas contra uma diversa
classe de patégenos (BENITEZ et al., 2004). Além das barreiras fisicas e
quimicas pré-formadas pelas plantas, elas podem detectar motifs ou dominios
com caracteristicas estruturais conservadas tipicas de algumas categorias de
microrganismos para 0s quais ainda nao serve como hospedeira, ou seja,
padrbées moleculares associados a patégenos e microrganismos (PAMPs e
MAMPs, respectivamente) (HERMOSA et al, 2012). Exemplos de MAMPs
detectados por plantas incluem flagelinas bacterianas, lipopolissacarideos,
quitinas fangicas e heptaglicosideos de oomicetos (JONES & TAKEMOTO,
2004; BENT & MACKEY, 2007). Hermosa et al. (2012) descrevem uma série de
MAMPs produzidas por isolados de Trichoderma efetivos, como xilanases (7.

viride), celulases (T. longibrachiatum), endopoligalactoronases (T. harzianum),
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alameticinas (T. viride), trichocolininas (T. pseudokoningii), 6-pentil-a-pironas
(varios), harzianolidas (varios) e harzianopiridonas (varios) entre outras.

A resisténcia induzida (ISR) ativada por Trichoderma ocorre devido a
vias de sinalizacao de acido jasménico e etileno de forma similar ao que ocorre
com as bactérias promotoras de crescimento (SHORESH et al., 2005),
culminando no acumulo de proteinas relacionadas com a patogénese,
fitoalexinas e outros compostos (SHORESH et al., 2010). Entretanto, a
resisténcia sistémica adquirida (SAR), que normalmente é associada com o
segundo estagio das respostas imunes nas plantas ja foi detectada como um
fenbmeno dependente da concentracdo e do tempo, apds a inoculacdo de
Trichoderma asperellum em pepino, resultando em um aumento de &cido
salicilico e maior atividade da peroxidase (SEGARRA et al., 2007). O mesmo foi
observado em outras plantas, e um relato destes casos pode ser encontrado no

trabalho de Hermosa et al. (2012).



3. MATERIAIS E METODOS

Os 25 isolados testados nos experimentos realizados fazem parte da
colecdo da empresa ICB BIOAGRITEC LTDA, Porto Alegre, RS e permanecem
armazenados na Micoteca da empresa (Tabela 1). O sequenciamento das
amostras foi realizado previamente a pedido da empresa e realizada no Instituto
Biolégico de Sao Paulo. As espécies foram identificadas pela analise de
similaridade entre as sequencias obtidas e as depositadas no banco de dados
on line da International Subcomission on Trichoderma and Hypocrea taxonomy.

O isolado SS de Sclerotinia sclerotiorum foi isolado no Laboratério de
Microbiologia Fitopatolégica da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul a partir de um esclerédio de Sclerotinia
sclerotiorum, proveniente de uma lavoura de feijao comum com alta incidéncia
de mofo branco. O isolado FOPEM de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli foi
cedido pelo pesquisador Dr. Murillo Lobo Junior, da EMBRAPA Arroz e feijao ao

Laboratério de Microbiologia Fitopatolégica da Faculdade de Agronomia da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Ambos os isolados estéo

armazenados na Micoteca do Laboratério de Micologia Ambiental da UFRGS.
Para a manutencao da patogenicidade dos fitopatégenos os mesmos

foram constantemente submetidos a inoculacdo em plantas de feijado comum e

testados de acordo com os Postulados de Koch.
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Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp. utilizados nos experimentos de

caracterizacao, potencial antag6nico, solubilizacao de fosfato, promocao de

crescimento e nutricio vegetal e indugéo de resisténcia ()

Isolados Identificacao Substrato Local de
molecular origem
ICBO1 Trichoderma asperellum Solo RS
ICB02 Trichoderma asperellum Solo RS
ICB03 Trichoderma asperellum Solo RS
ICB04  Trichoderma asperellum Solo RS
ICB05 Trichoderma harzianum Esclerddio de Ribeirao
Sclerotium cepivorum Preto - SP
ICBO06 Trichoderma asperellum N&o informado RS
ICB07 Trichoderma asperellum N&o informado Brasilia — DF
ICB08 Trichoderma asperellum N&o informado Brasilia — DF
ICB09 Trichoderma asperellum N&o informado Goias
ICB10 Trichoderma asperellum Nao informado Goias
ICB11 Trichoderma asperellum Casca de pinus Porto Alegre
- RS
ICB12 Trichoderma asperellum N&ao informado Jacuba — SP
ICB13 Trichoderma asperellum N&o informado Barretos —
SP
ICB14  Trichoderma asperellum Nao informado Goias
ICB15 Trichoderma asperellum Nao informado Goias
ICB16 Trichoderma asperellum Solo- feijao Goias
ICB17  Trichoderma asperellum Solo- feijao Goias
ICB18 Trichoderma asperellum Solo- feijao Goias
ICB19 Trichoderma asperellum Solo- feijao Goias
ICB20 Trichoderma asperellum N&ao informado Goias
ICB21 Trichoderma asperellum Solo Goias
ICB22 Trichoderma asperellum Solo Cristalina -
GO
ICB23 Trichoderma asperellum Nao informado Goias
ICB24 Trichoderma asperellum Solo Venancio
Aires — RS
ICB25 Trichoderma virens Fémea de pérola da Bento
terra Goncgalves -
RS

() Isolados armazenados na Micoteca da Empresa ICB BIOAGRITEC Ltda.



4. ARTIGOS

Todas as metodologias empregadas e resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho estdo descritos em forma de artigos nos

subitens que seguem.



4.1 ARTIGO 1: Caracterizacao de isolados de Trichoderma e seu potencial

para o antagonismo de patégenos do feijoeiro in vitro'

'Artigo submetido ao Comité Editorial do Periédico Cientifico Revista Pesquisa Agropecuaria
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Caracterizacio de isolados de Trichoderma e seu potencial para o controle biolégicos de

patégenos do feijoeiro in vitro!

Priscila Pauly Ribas?, Aida Terezinha dos Santos Matsumura®, Sueli Teresinha Van Der Sand*

Resumo - A ocorréncia de doencgas € o principal fator de reducdo na producio do feijoeiro no
Brasil. Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum sdo agentes causais de
importantes doencas dessa cultura. Para que haja sucesso do controle bioldgico destas e outras
doengas, o conhecimento dos metabdlitos produzidos pelos agentes de controle biolégico, como
Trichoderma spp. é essencial. Sob este ponto de vista, este trabalho visou caracterizar diferentes
1solados de Trichoderma spp. de acordo com os metabdlitos produzidos pelos mesmos e verificar
a capacidade antagonista destes isolados contra os patdgenos citados. Foram testados 25 isolados,
de trés diferentes espécies de Trichoderma quanto a producdo de enzimas hidroliticas, dcido indol
acético (AIA) e sideréforos bem como a capacidade de inibi¢do do desenvolvimento dos
patégenos por producdo de metabdlitos voldteis e antagonismo em teste de cultura pareada. Todos
os isolados produziram quitinases, glucanases, proteases, AIA e sider6foros. A produgdo de
metabdlitos voldteis in vitro contra F. oxysporum f.sp. phaseoli foi eficiente em 24% dos isolados
testados e 20% deles inibiram o crescimento de S. sclerotiorum. Em cultura pareada, a redugdo
no crescimento de S. sclerotioum variou entre 67,5 e 100%, enquanto para F. oxysporum f.sp.
phaseoli a redugdo foi de 29 a 50%.

Palavras-chave: murcha de fusarium, mofo-branco, Trichoderma spp.

'Parte da tese de doutorado do primeiro autor no Programa de Pés-Graduagio em Microbiologia Agricola e do Ambiente (PPGMAA),
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

“Doutoranda do PPGMAA, bolsista Capes. Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500, sala 150, CEP: 90050-170, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail: pripauly @gmail.com —
Telefone: (51) 3308.3539.

3Doutora em Genética e Biologia Molecular, responsdvel técnica da empresa ICB BIOAGRITEC LTDA, Rua Arabutan, 386, CEP:
90240-470, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail:aida@ufrgs.br — Telefone: (51) 3022.2985.

“PhD em Bioquimica e Microbiologia Molecular, professor associado da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500, sala 150, CEP: 90050-170, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail:
svans @ufrgs.br — Telefone: (51) 3308.4505.
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Trichoderma characrterization and its potential to biological control of bean

phytopathogens in vitro'

Abstract - The occurrence of diseases is the main reason for bean production reducing in Brazil.
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli and Sclerotinia sclerotiorum are the causal agents of
important diseases of this crop. For the biological control to be successful for these and other
diseases, it is essential the knowledge of the metabolites produced by the biocontrol agents such
as Trichoderma spp. From this point of view, this study aimed to characterize different isolates
of Trichoderma spp. in according to their metabolites production and to verify the antagonistic
ability of these isolates against the pathogens above mentioned. Twenty five isolates were tested,
from three different species of Trichoderma. Their ability to produce hydrolytic enzymes, indole
acetic acid (IAA) and siderophores as well as their capacity to inhibit the development of
pathogens by the production of volatile metabolites and antagonism in paired culture tests were
analyzed. All isolates produced chitinase, glucanases, proteases, IAA and siderophores. The
production of volatile metabolites in vitro against F. oxysporum f.sp. phaseoli was effective with
24% of the isolates tested and 20% of them inhibited the growth of S. sclerotiorum. In paired
cultures, the reduction in growth for S. sclerotioum ranged from 67.5 and 100%, while for F.
oxysporum f.sp. phaseoli the reduction was from 29 to 50 %.

Key words: Fusarium wilt, White mold, Trichoderma spp.
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Introducao

O Brasil é um dos maiores produtores e consumidores de feijao (Phaseolus viulgaris L.),
tendo ocupado o primeiro lugar em sete dos tltimos dez anos. O feijoeiro € cultivado no Brasil
durante todo o ano por pequenos, médios e grandes produtores, em ecossistemas subtropical e
tropical. Na safra 2012/2013 o paifs produziu 2,83 milhdes de toneladas, com um rendimento
médio de 924 kg ha! (CONAB, 2013). Segundo Pereira et al. (2011), a ocorréncia de doengas é
uma das principais causas de redu¢do na produtividade do feijoeiro, as quais podem ser causadas
por bactérias, fungos virus e nematdides e, entre elas, se destacam o mofo-branco (Sclerotinia
sclerotiorum) e a murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli). O método quimico
tem sido usado para o controle destas doengas, mas o uso intensivo de agrotdxicos, tem promovido
diversos problemas de ordem ambiental, como a contaminagdo dos alimentos, do solo, da dgua e
dos animais; a intoxicacdo dos agricultores; a resisténcia de patégenos a principios ativos dos
produtos aplicados; o surgimento de doengas iatrogénicas; o desequilibrio ecoldgico, alterando a
ciclagem de nutrientes e da matéria orgénica; a eliminagao de organismos benéficos e a reducio
da biodiversidade entre outros (MORANDI e BETTIOL, 2009).

Antagonistas de fungos fitopatogénicos tem sido usados em controle bioldgico de
doencas de plantas reduzindo os efeitos dos impactos provocados pelo controle quimico e quando
usados em combinagdo com agrotéxicos em estratégias de manejo integrado reduzem os residuos
pos colheita e o volume final de fungicidas aplicados, mantendo os niveis de supressdo dos
patogenos semelhante ao esperado com o tratamento quimico (LIMA et al., 2011). Grande parte
das aplicacdes de agentes de controle bioldgico tem sido realizada com diferentes isolados de
fungos do género Trichoderma (BENITEZ et al., 2004). As espécies de Trichoderma geralmente
sdo encontradas como componentes da microbiota da grande maioria dos tipos de solos,
especialmente os orginicos, incluindo a camada de hiimus das florestas, solos agricolas no campo
e em pomares, podendo viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos (DRUZHININA et

al.,, 2011).
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O sucesso de Trichoderma no controle bioldgico estd associado a sua alta capacidade
reprodutiva, habilidade de se desenvolver em condi¢des desfavordveis, eficiéncia na utilizagdo de
nutrientes, capacidade de modificacdo da rizosfera, alta agressividade contra fungos
fitopatogénicos e eficiéncia na promog¢ao de crescimento e indu¢do de mecanismos de defesa nas
plantas (HOWELL, 2003; BENITEZ et al., 2004).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo caracterizar diferentes isolados de
Trichoderma spp. de acordo com os metabdlitos produzidos pelos mesmos e verificar a

capacidade antagOnica destes contra patégenos do feijoeiro.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micologia Ambiental (LMA) do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Foram testados 25 isolados de Trichoderma spp. representados por trés
diferentes espécies, e identificados como ICBO1, ICB02, ICB03, ICB04, ICB06, ICB07, ICBOS,
ICB09Y, ICB10, ICB11, ICB12, ICB13, ICB14, ICB15, ICB16, ICB17, ICB18, ICB19, ICB20,
ICB21, ICB22, ICB23, ICB 24 (Trichoderma asperellum), ICBOS (Trichoderma harzianum) e
ICB25 (Trichoderma virens). Todos os isolados sdo pertencentes a Micoteca da empresa ICB
BIOAGRITEC LTDA., Porto Alegre, Brasil. O isolado de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli foi
cedido pela EMBRAPA Arroz e Feijao ao LMA, enquanto o isolado de Sclerotinia sclerotiorum
foi isolado de um esclerddio do fungo coletado em uma 4rea com histérico de mofo-branco.
Ambos os isolados de fitopatégenos passam constantemente por testes in vivo para verificar a
manutenc¢do da patogenicidade.

Para a avaliacdo da produ¢do de enzimas hidroliticas os isolados de Trichoderma foram
crescidos em meio de cultura Mandel e Reese (1960) modificado (peptona bacterioldgica 0,1 %;
KH;PO4 0,2 %; (NH4)2S04 0,14 %; MgSO4 7H20 0,03 %; ureia 0,03 %; glicose 3 %; CaCl, 6H»0

0,03 %; micélio seco de Bipolaris sorokiniana 0,5 %; 100 uL de solucdo de elemento traco, pH
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6,0) durante cinco dias, sob agitacao orbital de 150 rpm em camara de crescimento a 25+2 °C. O
micélio seco de um patégeno foi adicionado ao meio para estimular a producio de enzimas pelo
antagonista. A andlise da atividade quitindsica e glucandsica foi baseada no método de Miller
(1959), medindo a liberagdo de acucares redutores a partir da hidrélise de quitina coloidal e da
laminarina, respetivamente, pelo uso de 4cido dinitrosalicilico (DNS). A absorbancia foi medida
em espectrofotdmetro em A= 545 nm. Para determinagdo da atividade enzimadtica foi preparada
uma curva de calibragdo com glicose nas concentra¢oes de 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; e 0,3 mg.mL".
Uma atividade enzimética (U) corresponde a liberagdo de 1 umol de glicose (mL min™). A
determinacdo da atividade protedsica foi baseada no método de Sarath et al. (1989) utilizando
azocaseina 2 % como substrato. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro em
A= 440 nm. Uma atividade enzimética (U) corresponde a quantidade de enzima requerida para
produzir uma absorbéncia de 1 unidade em 30 minutos a 25 °C, em um A= 440 nm.

Para a avaliagdo da producio de dcido indol acético (AIA), os isolados de Trichoderma
spp. foram inicialmente cultivados em meio de cultura BDA e mantidos durante trés dias em
camara de crescimento com temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 h de luz. A partir destas
coldnias foram retirados discos de 8,0 mm contendo micélio e esporos do fungo e, em seguida
foram repicados em frascos conicos de 250 mL contendo 50 mL de meio BD suplementado com
500 pg mL!' de triptofano. Os frascos foram mantidos sob agitacdo de 150 rpm agitador
climatizado com temperatura de 25+2 °C, por cinco dias. Apds esse periodo, o meio foi filtrado
com auxilio de algodado hidréfilo branco em um funil. Do filtrado da cultura foi retirado uma
aliquota de 1,5 mL das amostras e adicionado 1,5 mL de reagente de Salkowsky (150 mL H>SOs,
7,5 mL de FeCl3.6H,O, 250 mL de dgua destilada). A reacdo foi realizada durante 20 min no
escuro e posteriormente as amostras foram avaliadas em espectrofotometro em A= 530 nm. Para
a determinacdo da concentracdo de AIA na amostra foi preparada uma curva de calibracio
preparada com dcido indol acético nas concentragdes de 0, 1,2, 4,6, 10 e 16 ug mL™".

A produgdo de sider6foros pelos isolados de Trichoderma spp. foi detectada através da

técnica universal para deteccdo de sideréforos proposta por Schwyn e Neilands (1987).
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Inicialmente, todos o material utilizado para o desenvolvimento dos ensaios foi lavado com HCl
6M e, apds, imerso em dgua deionizada por um periodo de 8 h e novamente enxaguado em 4gua
deionizada. Os isolados foram cultivados em meio de cultura BD, e incubados sob agitacido de
150 rpm e temperatura de 25+2 °C durante cinco dias. A mudanca de cor da mistura do
sobrenadante de azul para amarelo-avermelhado em um periodo de 15 minutos indica a producao
de sideréforos pelo antagonista.

A avaliacdo da producdo de metabdlitos voléteis foi realizada de acordo com a
metodologia de Dick e Hutchinson (1966) através da inoculagdo de um disco de 0,8 cm de
diametro contendo micélio dos isolados de Trichoderma spp. em meio de cultura BDA e no centro
de outra placa, com o0 mesmo meio, foi inoculado um disco do mesmo tamanho contendo micélio
de F. oxysporum f.sp. phaseoli ou de S. sclerotiorum. A placa contendo os fitopatdgenos foi
invertida sobre a placa contendo o antagonista e seladas com filme pléstico. A inoculacdo do
antagonista ocorreu 24 h apds a inoculacao dos fitopatdgenos. As placas foram mantidas em uma
temperatura de 25+2 °C em camara de crescimento durante cinco dias. Apds o periodo de
incubag¢do o didmetro das col6nias do patégeno foram medidas com o auxilio de um paquimetro.
A testemunha consistiu da inoculag@o do fitopatégeno na auséncia de Trichoderma spp.

Para verificar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. no controle bioldgico de
fitopatégenos do feijoeiro, utilizou-se a metodologia de cultura pareada proposta por Dennis e
Webster (1971). Os diferentes isolados do antagonista e os fitopatégenos foram cultivados em
meio de cultura BDA, durante cinco dias em camara de crescimento com temperatura de 25+2
°C. Um disco de micélio, de 0,8 cm de diametro de cada fitopatégeno foi inoculado em meio
BDA e 24 h apds, foi também inoculado um disco de cada isolado de Trichoderma spp. no lado
oposto da placas de Petri. As placas foram mantidas nas mesmas condicdes descritas acima até
que ocorresse um ponto de contato entre as duas coldnias. Apds cinco dias, o didmetro da col6nia
do fitopatégeno foi medida com o auxilio de um paquimetro. A testemunha consistiu da

inoculagdo do fitopatégeno na auséncia do antagonista.
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores foram expressos como
a média entre elas. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), com nivel de
significancia de 5 % e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Os softwares utilizados para
todas as andlises estatisticas foram o Statistica 7.0 (Statsoft) e SASM-Agri (CANTERI et al.,

2001).

Resultados e Discussao

Todos os isolados produziram enzimas hidroliticas. A concentracdo de quitinase
produzida variou entre 7,86 € 13,54 U mL™' (Tabela 1). As maiores producdes da enzima foram
obtidas pelos isolados ICB04 (13,54 U mL!") e ICB21 (12,67 U mL™), enquanto os isolados
ICB16 (7,86 U), ICB23 (7,92 U), ICB 25 (8,16 U) e ICB13 (8,34 U) apresentaram as menores
concentragdes de quitinase neste experimento (p < 0.05). A concentracio médxima obtida neste
experimento foi cerca de duas vezes maior do que a concentragio encontrada por Sandhya et al.
(2004), que obteve 6,2 U mL"' em T. harzianum apds 96 h de cultivo. A maior produgdo pode ser
explicada pela presenca de micélio de um fitopatégeno no meio, que induziu a maior producio
de enzimas. Segundo Rana et al. (2012) a enzima quitinase é produzida em niveis constitutivos
pelos microrganismos. Gajera e Vakharia (2012) concluiram que a atividade de quitinase é
elevada durante o antagonismo, pois quando avaliada a seu potencial de inibi¢do em Aspergillus
niger, observaram uma elevagio na atividade enzimatica, variando entre 0,11 ¢ 1,31 U mL"".

A concentragdo de glucanase variou entre 4,08 e 25,62 U mL! (Tabela 1). A maior
concentragdo foi obtida pelo isolado ICB19 (25,62 U mL"), enquanto os isolados ICB14 (5,41 U
mL1), ICB06 (5,37 U mL"), ICB18 (5,34 U mL™"), ICB12 (5,10 U mL"), ICB13 (4,76 U mL™"),
ICB16 (4,59 U mL"), ICB20 (4,48 U mL™"), ICB24 (4,46 U mL"') e ICBI15 (4,08 U mL")
apresentaram as menores concentracdes de glucanase (p < 0,05). A concentracdo de glucanases
entre os isolados de Trichoderma spp. testados foi superior a detectada para quitinases. Segundo

De La Cruz et al. (1995), a produtividade de -1,3-glucanases (BGN13.1) corresponde a maior
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atividade extracelular em 7. harzianum. Monteiro (2008) encontrou valores elevados para a
producdo de glucanases em Trichoderma, com concentragdes variando entre 27 e 45 U mL"!
dependendo do fitopatdégeno utilizado como indutor no meio.

A concentragdo de protease que foi produzida variou entre 0,77 € 3,41 UmL™" (Tabela 1).
As maiores concentragdes foram produzidas pelo isolado ICB06 (3,41 U), enquanto que as
menores concentragdes de protease (p < 0,05) foram observadas para os isolados ICB15 (0,99 U
mL"), ICB17 (0,98 U mL"), ICB23 (0,98 U mL™"), ICB12 (0,95 U mL™"), ICB11 (0,95 U mL™"),
ICB02 (0,91 U mL™"), ICB20 (0,87 U mL™"), ICB04 (0,85 U mL™"), ICB19 (0,83 UmL™") ¢ ICB16
(0,77 U mL™"). No trabalho desenvolvido por De Marco et al (2003), os valores para a produgio
de proteases por isolados de Trichoderma spp. foram préximos aos obtidos neste trabalho, com
melhores resultados em torno de 1,41 U mL" apés 72 h de inoculagio.

As espécies de Trichoderma possuem um alto nivel de diversidade genética e podem ser
empregadas para a producio de uma ampla gama de produtos de interesse comercial e ecolégico
(SCHUSTER e SCHMOLL, 2010). Sao proliferas produtoras de proteinas extracelulares,
enzimas degradadoras e metabdlitos com atividades antibidticas; podem atuar como agentes de
controle biolégico de doencas e promover o crescimento e desenvolvimento das plantas
(HARMAN et al.,, 2004). Esta diversidade torna importante o estudo de cada isolado de
Trichoderma spp. para se determinar a atividade de interesse a qual pode ser melhor aplicado.

A producdo de enzimas hidroliticas, como quitinases, glucanases e proteases, que siao
enzimas degradadoras da parede celular estd diretamente relacionada com a capacidade de um
fungo atacar diretamente a outro, em um processo chamado de micoparasitismo, que envolve uma
sucessdo de eventos, incluindo reconhecimento, ataque e subsequente penetragdo e morte do
hospedeiro (HARMAN et al., 2004). Qualhato et al. (2013) estudaram o micoparasitismo em
espécies de Trichoderma contra fungos fitopatogénicos e concluiram que 7. harzianum e T.
asperellum possuem alta eficiéncia no controle S. sclerotiorum e F. solani, demonstrando

potencial para serem utilizados em controle biolégico das doencas provocadas por tais patdgenos.
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O 4cido indol acético € uma auxina natural encontrada em plantas, que atua como
regulador de crescimento, causando efeito positivo no desenvolvimento e morfologia das raizes,
além de aumentar o acesso aos nutrientes do solo (ZHAOQO, 2012). Os tecidos das raizes sao
especialmente sensiveis a flutuacdes nas concentracdes de AIA e o desenvolvimento do sistema
radicular pode ser afetado por fontes exdgenas desse regulador, incluindo os provenientes de
fontes microbianas (DUCA et al., 2014).

Neste ensaio, todos os isolados de Trichoderma spp. produziram AIA, variando entre
11,35 € 52,42 ug mL'. Os isolados ICBO5 (7. harzianum) e ICB06 (T. asperellum) produziram
as maiores concentracdes de AIA em relagdo aos demais isolados (p < 0,05). Os demais isolados
apresentaram concentracdes semelhantes, ndo apresentando diferenca significativa entre eles (p
< 0,05) (Figura 1). A capacidade de um microrganismo produzir AIA estd associada com o seu
potencial em estimular o crescimento vegetal (BENITEZ et al.,2004) e diferentes estudos tém
demonstrado a capacidade de Trichoderma produzir auxinas, como o AIA (GRAVEL et al., 2007;
HERMOSA et al., 2012). Contreras-Cornejo et al. (2009) concluiram que a produgdo de auxinas
por T. virens é capaz de estimular o crescimento e o desenvolvimento das raizes em Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana). Comparando a atividade de um isolado de 7. harizianum mutante com
um isolado selvagem da mesma espécie, foi possivel observar que o isolado mutante, que produzia
maiores concentracdes de AIA ndo foi apenas mais estdvel na promo¢do de crescimento em
pepino, mas também mais eficiente do que o isolado selvagem (ZHANG et al., 2013).

Além de ter um efeito estimulante no crescimento das plantas, o AIA exégeno na rizosfera
também pode ter efeito prejudicial sobre o alongamento das raizes em diferentes concentragdes,
fato que vem sendo associado ao aumento no nivel de etileno na planta (HERMOSA et al; 2012).
O AIA pode aumentar a atividade da enzima ACC sintase que catalisa a conversdo de S-adenosil
metionina ao composto 1-aminociclopropano-1-dcido carboxilico (ACC), o precursor do etileno
nas plantas (HERMOSA et al., 2012; ZUNIGA et al., 2013).

Todos os isolados de Trichoderma spp. avaliados neste experimento demonstraram

capacidade de produzir sideréforos em baixas concentragdes de ferro. Lehner et al. (2013)



40

sugerem uma alta diversidade na produgdo de sideréforos por Trichoderma spp., tendo a
ferricrocina um importante papel no armazenamento intracelular do ferro.

Outro mecanismo observado em Trichoderma spp. € a habilidade para competi¢do por
nutrientes limitados, resultando na morte dos fitopatégenos por desnutricdo. Em condicdes de
baixa disponibilidade de ferro (Fe), muitos fungos sdo capazes de excretar um quelante de baixo
peso molecular especifico para o Fe (BENITEZ, et al., 2004). Os microrganismos da rizosfera
também podem afetar fortemente a captacdo de Fe pelas plantas através da producdo de
sider6foros, que aumentam a mobilidade de Fe no solo, particularmente na rizosfera, e fornecem
Fe soldvel para as plantas (BAR-NESS, et al., 1992). Segundo Delgado-Jarana et al. (2003),
Trichoderma tem capacidade superior de mobilizar e captar nutrientes do solo comparado a outros
microrganismos, o uso eficiente de nutrientes disponiveis ¢ baseado na sua habilidade de obter
ATP para seu metabolismo de diferentes agucares, como aqueles derivados de polimeros
amplamente disseminados no ambiente, como celulose, glucanos e quitianas entre outros, todos
eles se transformando em glicose.

Trichoderma spp. pode produzir mais de 40 diferentes metabdlitos secundarios que
podem contribuir na sua acdo antagonistica, como etileno, cianeto de hidrogénio, aldeidos e
cetonas e desempenham um importante papel no controle de fitopatdgenos e metabdlitos como
4cido harzianico, alameticina e tricolina, que dificultam o crescimento de microrganismos
(PADMAIJA et al., 2013).

A producido de metabdlitos voléteis capazes de inibir o crescimento de Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum variou em relacdo ao isolado e patégeno
testado (Tabela 2). Os isolados ICB07, ICB11, ICB12, ICB16, ICB20 e ICB21 reduziram
significativamente (p < 0,05) o crescimento de F. oxysporum f.sp. phaseoli, em relacdo a
testemunha. O isolado ICB20 apresentou maior eficiéncia na inibicdo do crescimento, reduzindo
aproximadamente 33 % o didmetro da colonia do patégeno. Os demais isolados ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa em relagdo a testemunha (p < 0,05). Carvalho et al. (2011)

avaliaram o efeito de metabdlitos voldteis produzidos por 7. harzianum na inibicdo de
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crescimento de F. oxysporum f.sp. phaseoli in vitro e observaram que todos os isolados testados
inibiram o crescimento do patégeno, reduzindo o didmetro da coldnia em aproximadamente 50
%, enquanto a reducdo da incidéncia do patégeno em sementes de feijao ficou entre 35 e 51 % e
proporcionando entre 73 e 81 % de plantulas normais.

Quando avaliamos a acdo dos metabdlitos volateis produzidos pelos isolados de
Trichoderma na inibi¢do de crescimento de S. sclerotiorum, os isolados ICB0S, ICB06, ICB11,
ICB12 e ICB25 reduziram significativamente (p < 0,05) o crescimento das colonias do patégeno
em relacdo ao crescimento apresentado pela testemunha (Tabela 2). A maior eficiéncia foi
observada para o isolado ICB06, que reduziu 90 % o didmetro da colonia de S. sclerotiorum.
Lobo-Junior e Abreu (2000) observaram a inibi¢do de S. sclerotiorum in vitro por metabdlitos
voléteis produzidos por T. viride, T. aureoviride, T. koningii, T. pseudokoningii e Penicillium sp.
Os mesmos autores ressaltam a importincia de se testar antagonistas em temperaturas proximas
a temperatura 6tima de desenvolvimento do patégeno, o que no caso de S. sclerotiorum esta entre
15 e 20 °C.

No teste de pareamento de culturas, 80 % dos isolados testados reduziram
significativamente (p < 0,05) o crescimento de F. oxysporum f.sp. phaseoli in vitro (Tabela 2).
Para estes isolados, a reducdo variou entre 29 e 50 % em relagdo ao didmetro da col6nia da
testemunha. Apenas 24 % dos isolados reduziram significativamente (p < 0,05) o crescimento de
S. sclerotiorum in vitro (Tabela 2), entretanto a eficiéncia destes isolados foi superior a encontrada
para F. oxysporum f.sp. phaseoli, uma vez que a reducdo provocada no crescimento do
fitopatégeno variou entre 67,5 e 100 % em relagdo a testemunha. O antagonismo de T.
stromaticum foi observado em cultura pareada com Phytophthora citrophthora, reduzindo em
52,21% o crescimento do fitopatogeno de acordo com Silva et al., 2008. Ethur et al. (2005)
avaliaram a eficiéncia de Trichoderma spp. no controle de S. sclerotiorum no cultivo de pepineiro
e observaram reducio entre 94 e 100 % no desenvolvimento do patégeno in vitro, e o controle do

tombamento de mudas em estufa foi comprovado.
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O potencial de espécies de Trichoderma atuarem com eficiéncia no biocontrole depende
das condi¢des fisioquimicas do ambiente e ndo esta fielmente associado a apenas um mecanismo,
mas sim ao sinergismo que ocorre entre sua capacidade de producdo de metabdlitos volateis e ndo
volateis toxicos, competéncia rizosférica, competicdo por espaco e nutrientes e producio de
enzimas liticas, podendo acarretar ndo apenas a reducdo na incidéncia do patégeno, como
provocar efeitos benéficos nas plantas, como promocdo de crescimento (biofertilizacdo) e

estimulo dos mecanismos de defesa da planta (HOWELL, 2003; BENITEZ et al., 2004).

Conclusoes

1. Todos os isolados produziram enzimas hidroliticas, dcido indol acético e sider6foros.
2. Um nimero maior de isolados foi capaz de inibir o crescimento de Fusarium oxysporum
f.sp. phaseoli in vitro, entretanto os isolados capazes de inibir o crescimento de

Sclerotinia Sclerotiorum foram mais eficientes.
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Relacao de tabelas e figuras

60 -

Concentracdo de acido indol-acético (ug mL™")

Figura 1. Producdo de 4cido indol acético (AIA) por diferentes isolados de Trichoderma spp.
Barras seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente de acordo com o teste de Tukey 5
%
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Tabela 1. Produ¢io de enzimas hidroliticas por diferentes isolados de Trichoderma spp. in vitro

Isolados Enzimas hidoliticas®”
Quitinase (U)? Glucanase (U)®@ Protease (U)®

ICBO01 9,58¢ 7,06¢" 1,22feh
ICB02 10,93 18,05° 0,911k
ICBO03 11,51¢ 6,80°"2 1,30
ICB04 13,542 7,71¢ 0,85%
ICB05 11,84b¢ 12,93 1,92¢
ICB06 10,51¢% 5,371%h 3,41°
ICB07 9,21t 6,87¢ 1,30
ICB08 11,57¢ 14,48¢ 2,50P
ICB09 11,47¢ 12,454 1,030
ICB10 9,69° 6,36°ieh 1,12¢h
ICB11 9,61¢ 13,05 0,951k
ICB12 8,698 5,10eM 0,951k
ICB13 8,348 4,76 1,67¢
ICB14 9,52¢ 5,41%ehi 2,24¢
ICB15 9,94¢ 4,08 0,99hiik
ICB16 7,86" 4,59 0,77¢
ICB17 9,88°¢ 6,64 0,981k
ICB18 9,69° 5,34ehi 1,010
ICB19 8,578 25,62¢ 0,83k
ICB20 9,08! 4,48 0,87k
ICB21 12,67 7,20° 1,99¢
ICB22 9,80° 6,96 1,03Mii
ICB23 7,92" 7,05¢f 0,98l
I1CB24 10,50% 4,46 1,63¢
ICB25 8,16" 12,98 1,36
CV (%) 2,95 6,40 5,56

(' Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferiram estatisticamente de acordo com o teste de Tukey 5 %

@ Uma unidade enzimitica corresponde a liberagio de 1 umol glicose. (mL. min)™!

® Uma unidade enzimitica corresponde a quantidade de enzima requerida para produzir uma absorbancia de 1 unidade. 30 min! em

25 °C aA=440 nm
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Tabela 2. Antagonismo e inibi¢do de crescimento de Fusarium oxusporum f.sp. phaseoli (F.
oxysporum) e Sclerotinia sclerotiorum (S. sclerotiorum) por Trichoderma spp.

Antagonismo Inibicao do crescimento

Isolados por metabdlitos volateis

Média de crescimento da cultura do patégeno (cm)-

F. S. F. S.
oxysporum sclerotiorum oxysporum sclerotiorum
ICBO1 2,7b 4,2abcdef 3,7abc 3’7abcd
ICB02 1,9° 1,9¢def 4,0 4,730d
ICB03 2,7° 6,134 3,4%¢ 3,6
ICB04 2,6° 0f 3,5%¢ 3,40
ICBOS 2,7b 3,4abcdef 3,5abc 2,2bcd
ICB06 2,3 6,3 3,5%¢ 0,8¢
ICB07 2,0b 3,9abcdef 3’2bc 4,8ade
ICB08 2,7a° 6,4 3,4%¢ 2,52
ICB09 2,8a° 7,2 3,3%¢ 3,40
ICB10 2,6 3, 4abedet 3,4%¢ 1,9¢
ICB11 2,4 3, 72bcdet 3,2% 1,8
ICB12 2,9% 8,0* 3,2% 7,3%®
ICB13 2,4° 1,20 3,5%¢ 5,020
ICB14 2,7b 4,6abcdef 3,9abc 3’4abcd
ICB].S 2,3b 4,7abcdef 3,6abc 5’9abcd
ICB16 2,5b 3,5abcdef 3’2bc 2’2abcd
ICB17 2,5b 5’9abcde 3,Sabc 4’3abcd
ICB18 2,4° 1,0°f 3,5%¢ 3,3bed
ICB19 2,2b 4,4abcdef 3,7abc 5’2abcd
ICB20 2,6 6,3 2,9¢ 5,720
ICB21 2,8ab 4,8abcdef 3’2bc 6,3abc
ICB22 2,5b 4,8abcdef 3,7abc 3’8abcd
ICB23 2’8ab 2’6bcdef 3,5abc 2’5abcd
ICB24 2,6b 3,3abcdef 3,6abc 3’4abcd
ICB25 2,4° 2,40l 3,4 2,1
Testemunha 3,8 8,02 4,32 7,7°

CV (%) 12,96 37,30 9,19 44,25

“Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferiram estatisticamente de acordo com o teste de Tukey 5 %
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Resumo

O fésforo é um nutriente essencial para o desenvolvimento das plantas, entretanto,
a maior parte deste nutriente presente no solo se encontra na forma de fosfatos
inorganicos. Alguns microrganismos presentes na rizosfera sdo capazes de atuar
solubilizando o fosfato inorgénico, auxiliando no desenvolvimento vegetal. Trichoderma
sp. € um fungo amplamente utilizado como agente de controle bioldgico de doencas de
plantas e encontra-se associado as suas raizes. Este trabalho visou avaliar o potencial in
vitro de diferentes isolados de Trichoderma spp. para a solubilizacio de fosfato de cdlcio
em meio PVK, e sua capacidade de acidificacdo do meio e producdo de enzimas
fosfatases. Todos os isolados foram capazes de solubilizar fosfato no meio e
demonstraram correlacdo entre a solubilizacdo de fosfato de cdlcio e a acidificacdo do
meio de cultura. O isolado ICBOS8 (7. asperellum) solubilizou maior concentragdo de
fosfato no meio em relagc@o aos demais isolados, quando considerado o intervalo de tempo
analisado. Todos os isolados apresentaram atividade enzimdtica, variando em
concentracdo e tipo de fosfatase produzida. Também foi possivel estabelecer correlagao
entre a solubilizacdo de fosfato e a producdo de enzimas fosfatases. O isolado ICB18 (T.
asperellum) obteve a maior atividade enzimética no periodo de tempo avaliado e produziu
fosfatase 4cida e fosfatase alcalina. Foi possivel concluir que os diferentes isolados
possuem potencial de solubilizacdo, tanto através da acidificagdo do meio quanto pela

producdo de fosfatase dcida e fosfatase alcalina.

Palavras-chave: fosfato de calcio, meio PVK, fosfatase acida, fosfatase alcalina
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In vitro potencial of phosphate solubilization of Trichoderma spp.

Abstract

Phosphorus is an essential nutrient element for plant growth. However, most of
this nutrient present in soil is in the form of inorganic phosphates. Some rhizosphere
microorganisms are able to solubilize inorganic phosphate, helping in plant development.
Trichoderma sp. is a fungus widely used as biological control agent of plant diseases and
is found associated to its roots. This study aimed to evaluate the potential of different
Trichoderma spp isolates for calcium phosphate solubilization in PVK medium, and its
ability of medium acidification and phosphatase enzymes production in vitro conditions.
All isolates were able to solubilize phosphate in the medium and demonstrated a
correlation between the solubilization of calcium phosphate and culture medium
acidification. The isolate ICBOS8 (7. asperellum) solubilized higher concentration of
phosphate in the medium compared to the other isolates tested, when considering the
assay period. All isolates demonstrated enzymatic activity, varying in concentration and
type of phosphatase produced. It was also possible to establish correlation between
phosphate solubilization and phosphatase enzymes production. The isolate ICB18 (T.
asperellum) obtained the highest enzyme activity during the time of the assay and
produced acid phosphatase and alkaline phosphatase. It was possible to conclude that the
different isolates has solubilization potential, both through the acidification of the culture

medium and through the acid phosphatase and alkaline phosphatase production.

Key-words: Calcium phosphate, PVK medium, acid phosphatase, alkaline phosphatase
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INTRODUCAO

z

O fésforo ¢ um componente de diversas moléculas, como 4cidos nucléicos,
fosfolipidios e ATP e, consequentemente, as plantas ndo podem crescer sem a
suplementagdo desse nutriente, que representa cerca de 0,2 % do peso seco das mesmas
(Kapri & Tewari 2010). O foésforo inorganico também estd envolvido no controle de
reacdes enzimaticas e na regulacao de vias metabdlicas (Schachtman er al 1998). Depois
do nitrogénio, o fosforo € o mais frequente macronutriente limitador do crescimento das
plantas, uma vez que 95-99 % do fésforo presente no solo se encontra na forma de fosfatos

insoluveis, que ndo podem ser utilizados pelas plantas (Pradhan & Sukla 2005).

Diversos microrganismos do solo, principalmente da rizosfera podem atuar
solubilizando formas indisponiveis de fosfato (Maheswar & Sathiyavani 2012). Os
fungos tem sido relatados por possuir maior habilidade de solubilizacdo do que bactérias
(Nahas 2002). A capacidade de solubilizagdo de fosfatos € correlacionada com a
habilidade de producdo de 4cidos organicos e/ou polissacarideos extracelulares pelos
microrganismos (Kim et al 1997, Omar 1998, Souchie et al 2007) bem como pela
producdo de enzimas fosfatases, que promovem a hidrélise do fosfato, transformando o

fosfato orginico em uma forma solivel de fosfato inorganico (Leitdo et al 2010).

A inoculagdo de microrganismos solubilizadores de fosfatos ou o manejo de suas
populacdes tém sido sugeridos como uma forma de substituir ou diminuir o uso de
fertilizantes fosfatados soliveis, mediante um melhor aproveitamento dos fosfatos
naturais existentes ou adicionados ao solo (Goldstein 1986, Kim et al 1997). Um exemplo
de pratica semelhante ocorreu com a implementagao do controle biolégico de doencas de

plantas utilizando os fungos do género Trichoderma spp.. Morandi & Bettiol (2009)
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relatam o uso deste microrganismo com sucesso ho Brasil, para o controle de patégenos
como Fusarium, Pythium, Rhizoctonia, Macrophomina, Botrytis, Crynipellis, Sclerotium
e Sclerotinia, reduzindo o volume de agrotéxico aplicados em diversas culturas, como

feijao, soja, algodao, fumo, morango, tomate, cebola, alho, plantas ornamentais e cacau.

As diferentes espécies de Trichoderma podem estar associadas com as raizes e
ecossistema radicular das plantas, por isso, além do controle bioldgico podem atuar de
forma semelhante aos fungos micorrizicos produzindo compostos que podem estimular o
crescimento € o mecanismo de defesa das plantas (Benitez et al 2004). Um dos
mecanismos de agdo biofertilizante deste fungo pode ser a suplementacdo das
necessidades nutricionais das plantas pela solubilizacdao de fosfatos (Gravel et al 2007,

Machado et al 2011).

Para uma maior compreensdo do potencial de aplicacdo de Trichoderma spp.
também como biofertilizante, este estudo avaliou a capacidade de solubilizacdo de fosfato
in vitro, através da produgdo das enzimas fosfatases (4cidas/alcalinas) e alteragdao de pH

provocada no meio.

MATERIAL E METODOS

Selecao de isolados de Trichoderma spp.

Foram avaliados 23 isolados de Trichoderma asperellum (ICBO1, ICB02, ICBO3,
ICB04, ICB06, ICB07, ICB0S8, ICB09, ICB10, ICB11, ICB12, ICB13, ICB14, ICB15,

ICB16, ICB17, ICB18, ICB19, ICB20, ICB21, ICB22, ICB23 e ICB24), 1 isolado de
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Trichoderma harzianum (ICB05) e 1 isolado de Trichoderma virens (ICB25). Os isolados
pertencem a Micoteca da empresa ICB BIOAGRITEC Ltda. e foram cedidos pela mesma

para o presente estudo.

Solubilizacao de fosfato

O cultivo prévio dos isolados foi realizado em meio de cultura batata dextrose
agar (BDA) a 28 °C durante 5 dias. Discos de 8,0 mm de diametro foram retirados das
bordas destas colonias e entdo transferidos para o meio de cultura caldo PVK (10 g
glicose, 5 g Ca3(POa4)2, 0,2 g NaCl, 0,1 g MgS0s4, 0,2 g KCI, 0,5 g extrato de levedura,
0,002 g MnSOg4, 0,002 g FeSO4 e 1000 mL 4gua destilada) selecionado para o teste de
solubilizacdo de fosfato (Pikovskaya 1948), em frascos de Erlenmeyer com 250 mL de
meio. Os frascos foram mantidos em temperatura de 28 °C sob agitagao de 140 rpm
durante cinco dias. As avaliacdes foram realizadas em intervalos de 24 h, 72 h e 120 h

apos o cultivo.

Para a determinagdo da concentracao de fosforo solivel utilizou-se o protocolo de
Fiske & Subbarow (1925) e os resultados foram expressos como concentracao de fosfato

solivel em pg.mL!.

Determinacio da concentrac¢ao enzimatica da fosfatase

O cultivo prévio foi realizado em meio de cultura BDA a 28 °C durante 5 dias.
Discos de 8,0 mm de didmetro foram retirados das bordas destas coldnias e entdo

transferidos para o meio de cultura BD, mantidos em temperatura de 28 °C, sob agitacdo
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de 140 rpm. Foram feitas avaliacdes 24 h, 72 h e 120 h ap6s o cultivo. Uma aliquota de
cada amostra foi retirada e centrifugada a 1200 rpm durante 20 min. O processo foi
repetido por duas vezes sempre descartando o precipitado. A concentracdo enzimadtica

(mmol.mL™!) foi avaliada de acordo com a metodologia de Kersters & DeLey (1971).

A produtividade enzimética méxima foi calculada utilizando a Equagao 1.

P, = produtividade enzimdtica mixima;

C; = concentracdo enzimatica maxima;

t, = tempo de produgdo

Determinacao do tipo de fosfatase produzida

Para determinagao do tipo de fosfatase produzida (4cida ou alcalina), os isolados
foram inoculados em meio de cultura salino (Nahas et al 1994) contendo 1 g citrato de
sodio, 1 g NH4Cl, 0,2 g KCI, 1,2 g MgS0Os4, 0,1 g CaCl,, 10 g glicose, 0,5 g extrato de
levedura, 1,5 % (p/v) agar, 1000 mL 4gua destilada. O pH do meio foi ajustado para 5,6.
As placas foram incubadas a 28 °C pelo periodo de 72 h. A diferenciagao entre o tipo de

fosfatase produzida foi determinada pelo método de Nahas (2002).
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Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores foram
expressos como a média entre elas. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), com nivel de significincia de 5 % e as médias comparadas pelo teste de
Tukey. As anélises de correlagdo foram efetuadas, calculando-se a equagdo de regressao
e o coeficiente de correlagdo linear (r). O software utilizado para todas as andlises

estatisticas foi o Statistica 7.0 (Statsoft).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Solubilizacao de fosfato

Este trabalho demonstrou a capacidade de isolados de 3 diferentes espécies de
Trichoderma na solubilizacdo de fosfato de cédlcio em meio PVK. Diferentes meios de
cultura para solubilizacdo de fosfato vém sendo testados por diversos autores (Nautiyal
1999, Silva-Filho & Vidor 2000, Pradhan & Sukla 2005, Rawat & Tewari 2011). Todos
os isolados de Trichoderma testados mostraram crescimento micelial em meio PVK. A
eficiéncia do meio PVK em comparacdo com outros meios de cultura liquidos, incluindo
os meios AYG, NBRIP e NBRIY, foi comprovada por Pradhan & Sukla (2005). Um dos
fatores que pode facilitar o isolamento e selecdo de microrganismos solubilizadores de
fosfato neste meio € a presenga do extrato de levedura e glicose no meio, o primeiro deles
¢ utilizado pelos fungos como fonte de nitrogénio, o que seria um diferencial em relagao
aos demais meios testados (Pradhan & Sukla 2005, Souchie et al 2006, Souchie et al

2007).
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O uso de fungos solubilizadores de fosfato € uma estratégia biotecnoldgica
promissora para o manejo de fésforo no solo, uma vez que permite a utilizagao de fosfatos
insoluveis, como o fosfato de rocha ou a recuperagao de fésforo indisponivel, fixo em

particulas do solo (Mendes et al 2014).

A concentracdo de fosfato solubilizado aumentou gradualmente no periodo
avaliado para todos os isolados, com excecao do isolado ICB21 que diminuiu apds 120 h
de cultivo, entretanto, essa diferenca ndo foi considerada significativa (p < 0,05) (Tab. 1).
O aumento inicial na concentracdo de fosfato solivel no meio seguido por uma
diminui¢do gradual com o decorrer do experimento € um fato recorrente e observado por
diversos autores (Nautyial 1999, Kapri & Tewari 2010, Oliveira et al, 2012). A redugdo
na concentracao de fosfato solivel no meio, pode ser correlacionada com o sequestro do
nutriente pelo micélio do fungo para ser liberado de uma forma facilmente disponivel
quando proximo das raizes das plantas, ap6s a lise do micélio com a senescéncia do fungo

(Kapri & Tewari 2010).

A concentracdo de fosfato solivel no meio nao apresentou diferenga significativa
(p < 0,05) entre os tempos analisados para os isolados ICB02, ICB09, ICB20, ICB21 e
ICB25 (Tab.1), para os demais isolados o periodo de 72 h de cultivo foi suficiente para
alcancar resultados significativos (p < 0,05) na concentragdo de fosfato solivel em meio
PVK. Kapri & Tewari (2010) também observaram o aumento na concentracao de fosfato
solivel apds 72 h de cultivo de Trichoderma spp. em meio NBRIP, mostrando o elevado
potencial deste fungo em solubilizar fosfato inorganico, que poderia ser posteriormente

utilizado pelo fungo em processos celulares.



60

Ap6s 24 h de cultivo, a concentracdo de fosfato solivel presente no meio PVK
variou de 0,78 a 6,52 ug.mL! entre os tratamentos com inoculacdo (Tab.1), sendo que os
isolados ICBO1, ICB02, ICB03, ICBO0S, ICB13, ICB14, ICB18, ICB23 e ICB25 nio
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em relagcdo ao controle. Os demais
isolados apresentaram solubilizacao superior (p < 0,05) ao controle testado. Os isolados
ICB07, ICB08, ICB09, ICB12 e ICB21 apresentaram as maiores concentracdes (p < 0,05)

de fosfato solivel neste periodo.

A concentracio de fosfato soltivel presente no meio PVK variou de 1,16 a 7,75
ug.mL! apés 72 h de cultivo (Tab. 1). Nesse momento, os isolados ICB02 e ICB25 nio
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle. Os isolados
ICBO07, ICB08, ICB09, ICB12 e ICB21 também solubilizaram as maiores concentragdes

(p < 0,05) de fosfato neste periodo.

Na avaliagdo realizada apds 120 h de cultivo, a concentracdo de fosfato de calcio
solivel no meio testado variou de 2,0 29,07 u g.mL'1 (Tab. 1). Os isolados ICB06, ICB07,
ICBO08, ICB09 e ICB12 solubilizaram as maiores concentragcdes (p < 0,05) de fosfato no
meio de cultura PVK neste periodo, enquanto os isolados ICB02 e ICB25 ndo diferiram

do controle.

O isolado ICBOS8 apresentou a melhor atividade de solubilizacdo, uma vez q
apresentou a maior concentracdo de fosfato solivel no meio de cultura desde a primeira

avaliacdo, em 24 h ap6s o cultivo, mantendo esse padrdao em 72 h e 120 h de cultivo (Tab.

I).

A capacidade de Trichoderma spp. atuar como agente de biocontrole é um fato

comprovado por uma ampla gama de autores (Howell 2003, Benitez et al 2004, Bae et al
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2009, Carvalho et al 2011). Assim, além de atuar na disponibilizacao de nutrientes para
as plantas, promovendo o seu crescimento, a capacidade de solubilizar nutrientes do
ambiente estd correlacionada com os mecanismos que atuam no controle biolégico, como
a competicao (Howell 2003, Benitez et al 2004, Berg 2009). Altomare et al (1999)
relatam a possibilidade de um isolado com elevado potencial de solubiliza¢do de fosfato
atuar na supressao de patégenos de solo, como Pythium e Rhizoctonia, que sdo incapazes

de solubilizar este nutriente do solo, devido a alta eficiéncia e competitividade.

Muitos microrganismos podem mobilizar fésforo a partir de fosfatos inorganicos
simplesmente pela redu¢cdo do pH que ocorre como resultado da atividade metabdlica
(Wakelin et al 2004). Segundo Mendes et al (2014) a acidificacdo do meio é um dos
mecanismos efetivos na solubilizacdo, especialmente para Cas3(POs),. A exsudagdo
celular de H* para o balanco da absor¢do de NH4* pode reduzir o pH das solugdes e
propicia o aumento de algumas formas de fosfato de célcio (Asea er al 1988). Além disso,
a producdo de dacidos organicos pelos fungos também pode ser um mecanismo
responsavel por acidificar o meio (Rudresh et al 2005). Todos os isolados testados neste
experimento reduziram o valor do pH em relag¢do ao pH inicial do meio apds 120 h (p <
0,05) (Tab. 2). O pH variou entre 6,0 a 4,1 no intervalo de tempo de 0 até 120 h de cultivo.
Estes valores de pH estdo em acordo com os resultados encontrados por Illmer &Schinner

(1995), Kapri &Tewari (2010) e Oliveira et al (2012).

Em anélise de correlagdo entre os melhores resultados de solubilizacdo de fosfato
e o pH do meio, demonstrou-se que existe correlacdo negativa entre as varidveis (Fig. 1).
Kpomblekou & Tabatabai (1994) sugerem que microrganismos que tendem a reduzir o
pH do meio durante o seu crescimento sdo eficientes na solubiliza¢do de fosfato. Rawat

& Tewari (2011) demonstraram que Trichoderma spp. podem crescer e solubilizar fosfato
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de forma eficiente tanto em meio acido quanto alcalino. Este fato demonstra que a
acidificacdo do meio por Trichoderma spp. pode nao ser o inico mecanismo envolvido

na solubilizacdo de fosfatos para este fungo.

Determinacao da concentra¢io enzimatica da fosfatase

O teor de fosfato solivel encontrado em ensaios de inoculacdo com
microrganismos solubilizadores também pode decorrer da atividade das fosfatases em
liberar fosfato de origem orgénica (Nahas 1991). Intimeras fosfatases sdo reconhecidas
por sua habilidade em hidrolisar mono ou diésteres fosforicos (Feder 1973). As fosfatases
compreendem um amplo grupo de enzimas fitases, nucleases e fosfolipases, podendo
formar no final do processo de hidrélise, fosfomonoesteresases (Pang & Kolenko 1986).
Em média 10 % dos fungos, além de solubilizadores, possuem também atividade das

fosfatases acida e alcalina (Nahas et al 1994).

Todos os isolados testados neste experimento apresentaram crescimento micelial
em meio BD. As maiores concentra¢des enzimaticas sao obtidas a partir de 72 h apds o
cultivo para a maioria dos isolados, com excecao dos isolados ICB17 e ICB25, que ndo
demonstraram variacao significativa na concentracdo enzimadtica no intervalo de tempo
testado (p < 0,05) (Tab. 3). A maior produgdo de fosfatase dcida e alcalina em meio PVK
foi obtida por Kapri & Tewari (2010) no intervalo de 72 h. Segundo estes autores, o
declinio na atividade das fosfatases apds esse periodo € devido a inibi¢do das enzimas

pela completa dissolug@o de fosfato de célcio no meio de cultura.

Ap6s 24 h todos os isolados produziram concentragdes semelhantes das enzimas

fosfatases (p < 0,05), variando de 3,45 a 25,60 mmol.L"! (Tab. 3). As concentracoes
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variaram entre 4,09 e 179,69 mmol.L! quando considerado o tempo de 72 h (Tab. 3). O
isolado ICB18 obteve a maior concentracdo enzimética (179,69 mmol.L"), diferindo
significativamente dos demais isolados testados (p < 0,05), enquanto os isolados ICBO1,
ICBO02, ICB03, ICB04, ICB06, ICB 07, ICB08, ICB09 e ICB24 produziram as menores

concentracdes enzimaticas.

No intervalo de 120 h apds a inoculagdo, as concentracdes enzimaticas variaram
de 51,12 a 239,88 mmol.L"! (Tab. 3). O isolado ICB03 produziu a maior concentragdao
enzimatica, enquanto os isolados ICB0O1, ICB06, ICB0S8, ICB09, ICB10, ICB11, ICB12,
ICB13, ICB14, ICB15, ICB16, ICB17, ICB19, ICB20, ICB21, e I CB25 foram os que

produziram as menores concentracdes.

Para a determinacdo da produtividade enzimdtica maxima, foram utilizados na
Equacdo 1 os valores das concentracdes referentes aos isolados ICB18 em 72 h e do
isolado ICB03 em 120 h, que apresentaram as maiores concentragdes enzimaticas entre
os isolados testados. Com o quociente de 2,49 mmol.L'Lh!, 0 isolado ICB18 em 72 h foi

considerado a maior produtividade enzimdtica neste experimento.

Os resultados obtidos neste experimento indicam o potencial de isolados de
Trichoderma spp. produzirem enzimas que possam atuar na solubiliza¢do de fosfatos.
Aseri et al (2009) compararam a atividade enzimdtica de Trichoderma sp. com
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Pseudeurotium sp. € comprovaram produtividade
superior de fosfatase dcida e fosfatase alcalina por este fungo. Os mesmos autores ainda
indicaram que a atividade média da fosfatase dcida intracelular foi duas vezes maior do

que a secre¢ao de fosfatase dcida extracelular por unidade de peso seco.
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Quando considerados os melhores resultados para a solubilizacdo de fosfato
(ICBO07, ICBOS, ICB09, ICB12 e ICB21) em correlagdo com os valores da concentra¢ao
de fosfatases produzida por estes isolados, foi possivel verificar uma correlacio moderada

entre as variaveis (Fig. 2).

Foi possivel identificar o tipo de fosfatase produzida por todos os isolados
testados. Entre os isolados testados, 76 % produzem tanto fosfatase dcida quanto fosfatase
alcalina, 12 % produzem apenas fosfatase alcalina (ICB06, ICB20 e ICB23) e 12 % dos
isolados (ICB09, ICB13 e ICB25) produzem apenas fosfatase dcida (Tab. 3). Embora as
concentracdes de fosfatases dcida e alcalina ndo tenham sido mensuradas neste trabalho,
Nahas et al (1994) constataram que fungos produzem maiores concentracdes de
fosfatases dcidas, enquanto bactérias produzem maiores concentracdes de fosfatases

alcalinas.

CONCLUSAO

1. Todos os isolados de Trichoderma spp. testados foram capazes de solubilizar
fosfato de calcio em meio de cultura PVK.

2. A acidificagdo do meio e a produgdo de fosfatases sdo mecanismos envolvidos
na solubilizacdo de fosfato de cdlcio por isolados de Trichoderma spp.

3. O isolado ICB18 (T. asperellum) apresentou a maior atividade enzimatica e foi

capaz de produzir fosfatases dcidas e alcalinas.
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Figura 1. Relagdo entre a solubilizacido de fosfato com o pH do meio para os isolados
ICBO07, ICBO08, ICB09, ICB12 e ICB21. Equacdo de regressdo: y = - 94,01x + 576,62, r
=-0,72". " Correlagio negativa significativa (p < 0,05).
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Figura 2. Relacdo entre a solubilizacdo de fosfato e concentracio de fosfatases para os
isolados ICB07, ICBOS, ICB09, ICB12 e ICB21. Equagdes de regressdo: (A): y = 19,587x
—89,50,r=0,63". * Correlacdo negativa significativa (p < 0,05).
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Tabela 1. Solubilizacdo de fosfato de cilcio (10 g.L'') em meio PVK por isolados de
Trichoderma spp. em diferentes intervalos de tempo (h).!

Concentracio de fosfato solubilizado (ug.mL"")

Isolados 24h 72h 120h
ICBO1 1,520GH 2,8220GH 4,072CH
ICBO02 0,78a"! 1,162 2,002V
ICB03 1,80PAGHI 3,602bEFGH 5,272GEFGH
ICB04 2, QBPDEFGH 4,18abEFG 5,672DEFG
ICB05 1,87bGHI 3,643EFGH 5,89aCDEFG
ICB06 4,3(bBCDE 5,53abBCDE 7 23aABCDE
ICBO7 4,80PABCD 6,4120ABC 8,01248
ICB08 6,520 7,75A 9,072A
ICB09 5,748 6,552A8 7,59aABCD
ICB10 3,14bDEFGH 4,2()2bDEFG 5,572DEFG
ICB11 2, Q5PDEFGH 4,082bEFG 5,702DEFG
ICB12 4,86PABCD 6,28abABCD 7,82aABC
ICB13 1,670CH 2,65206H 4,743FcH
ICB14 2’13bFGHI 3,41abFGH 5,16aEFGH
ICB15 2, 88bDEFGH 3,872bEFGH 5,20aEFGH
ICB16 2 54bEFGH 4,082bEFG 5,362EFGH
ICB17 2 B4bEFGH 3,962bEFGH 5,32aEFGH
ICB18 2,04bCH! 3,412bFCH 5,03aFCH
ICB19 2’65bEFGH 4’1 8abEFG 5,50aDEFG
ICB20 3,402CDEFG 4, 552CDEFG 5,27aEFGH
ICB21 5,41 aABC 7,03aAB 5,66aDEFG
ICB22 3,1BPDEFGH 4,01 abEFGH 5,372EFG
ICB23 2 DQPEFGHI 3,08abEFGH 5,07aFGH
ICB24 4,1 GPBCDEF 5,332bBCDEF 6,592BCDEF
ICB25 1,75%CH 1,96 3,442H

Controle 0,35 0,362 0,362

I Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e médias
seguidas da mesma letra maidscula ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Tukey

5%.
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Tabela 2. pH do meio PVK, ap6s a inoculagcao de isolados de Trichoderma spp. em

diferentes intervalos de tempo (h)'.

pH do meio

Isolados Inicial 24h 72h 120h
ICBO1 6,027 5,92A 5,3bCDEFG 5,QbCDEFG
ICB02 6,027 6,027 5,3bDEFG 4 8CDEFG
ICB03 6,027 6,027 5,2bEFGH 4, QPDEFG
ICB04 6,027 5,82A 5,1bFGH 4, QPDEFG
ICB0O5 6,027 BaA 5,3bDEFG 4 QbCDEFG
ICB06 6,0aA 6,02A 4, QbGHI 4,6bCH
ICB07 6,0aA 5,92A 5,7abABC 5,458
ICB08 6,0aA 5,82A 4,65V 4,3bHI
ICB09 6,027 5,82A 5,0bGH 4 @PEFG
ICB10 6,027 5,92A 5,1bFGH 4 QbCDEFG
ICB11 6,027 6,02A 5,92AB 5,308C
ICB12 6,027 5,82A 5,0PGHI 4 GbFGH
ICB13 6,027 5,92A 5,3bCDEFG 4 QbCDEFG
ICB14 6,027 5,82A 5,0bGH 4 BoFGH
ICB15 6,027 5,92A 5,2bDEFG 4 ,QbCDEFG
ICB16 6,027 6,02~ 5,4bCDEF 5,0CcCDEFG
ICB17 6,0aA 5,92A 4,8bH1 4,6bCH
ICB18 6,02A 5,92A 4,409 4,1%
ICB19 6,027 5,92A 5,2bEFGH 4,7°FGH
ICB20 6,027 6,027 5,6aABCD 5,2bBCDE
ICB21 6,027 5,82A 5,3bCDEFG 5,QPBCDEF
ICB22 6,027 5,92A 5,0bGH 4,30Hi
ICB23 6,027 6,027 5,5bBCDE 5,2bBCD
ICB24 6,027 5,92A 5,00GH 4,4cH!
ICB25 6,027 5,92A 5,5bBCDEF 5,0cBCDEF

Controle 6,027 6,02A 6,027 6,1aA

I Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si na linha e médias
seguidas da mesma letra maidscula ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Tukey

5%.
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Tabela 3. Producdo de enzimas fosfatase em meio BDA e tipo de fosfatase pro por
isolados de Trichoderma spp. em diferentes intervalos de tempo (h)! e tipo de fosfatase

produzida.
Fosfatase
Concentracio de fosfatases (mmol.mL!) produzida
Isolados 24h 72h 120h

ICBO1 3,93bA 19,02abCDEFGH 58,992GH Acida/Alcalina
ICB02 17,5804 5,94bGH 101,602DEFG Acida/Alcalina
ICB03 4,41bA 8,59bFCGH 239,882A Acida/Alcalina
ICB04 3,45PA 34,67bBCDEFGH 184,9928 Acida/Alcalina
ICB05 25,6007 67,492bB 106,662CDEF Acida/Alcalina
ICB06 7,86bPA 10,27PEFGH 64,442FCGH Alcalina
ICB07 10,9904 4,090H 145,1028C Acida/Alcalina
ICB08 5,86bPA 13,16PDEFGH 76,642EFGH Acida/Alcalina
ICB09 11,4804 44,222bBCDEFGH 63,402FCGH Acida

ICB10 6,18bPA 50,562BCDEF 78,892EFGH Acida/Alcalina
ICB11 7,86bPA 77,6928 63,322FCGH Acida/Alcalina
ICB12 5,54bA 50,56aBCDEF 60,272GH Acida/Alcalina
ICB13 12,44bA 53,05abBCDE 81,142EFGH Acida

ICB14 3,53bA 48,23aBCDEFG 53,932 Acida/Alcalina
ICB15 8,67PA 54,6528CD 78,892EFGH Acida/Alcalina
ICB16 7,70PA 54,6528CD 64,772FCGH Acida/Alcalina
ICB17 22,478A 49,362BCDEFG 65,7232FGH Acida/Alcalina
ICB18 24 ,24bA 179,692A 138,762CD Acida/Alcalina
ICB19 9,31bA 49,602bBCDEF 92,932EFGH Acida/Alcalina
ICB20 10,8304 65,3328 60,992GH Alcalina
ICB21 10,750 48,072bBCDEFG 56,342 Acida/Alcalina
ICB22 10,030 66,9328 118,222CDE Acida/Alcalina
ICB23 19,2604 60,67BC 114,362CDE Alcalina
ICB24 20,0604 42,29bBCDEFGH 141,7328CD Acida/Alcalina
ICB25 16,212A 54,57a8CD 51,122 Acida

! Médias seguidas da mesma letra mindscula nio diferem entre si na linha e médias
seguidas da mesma letra maitscula nao diferem entre si na coluna pelo teste de Tukey

5%.
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Inoculacio de Trichoderma spp. na promocao de crescimento e nutricio em
feijoeiro.
Priscila Pauly Ribas'", Aida Terezinha dos Santos Matsumura® e Sueli Teresinha Van
Der Sand
(DUniversidade Federal do Rio Grande do Sul, Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia, Rua Sarmento Leite, 500, sala 052, CEP: 90050-170, Porto
Alegre, RS, Brasil. E-mail: pripauly @ gmail.com, svands @ufrgs.br ICB BIOAGRITEC
LTDA, Rua Arabutan, 386, CEP: 90240-470, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail:

aida@ufrgs.br

Resumo — Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inocula¢do de
Trichoderma spp. na promocao de crescimento de feijoeiro comum. Foram testados 25
isolados de Trichoderma em testes de germinagdo e vigor de sementes, promog¢ao de
crescimento e nutricdo de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Todos os tratamentos
aumentaram o porcentual de germinagdo de sementes em relagdo a testemunha e os
tratamentos com Trichoderma spp. também aumentaram a porcentagem de germinacao
apo6s o periodo de envelhecimento precoce. Os tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa no comprimento radicular das plantas, enquanto o tratamento TAI18
aumentou o comprimento da parte aérea das plantas quando comparado a testemunha.
Quando avaliado o N no tecido das plantas, os tratamentos TA02, TA18 e TV25 nao
alcancaram a faixa de suficiéncia indicada para plantas de feijao. Os demais nutrientes
avaliados estavam de acordo com a faixa de sufici€ncia, ou acima desses valores. Apenas

o tratamento TAO2 apresentou deficiéncia em Zn nas plantas. O uso de Trichoderma spp.

garante uma maior porcentagem de germinacgdo e vigor nas sementes tratadas, entretanto
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o efeito direto dos isolados testados na promogao de crescimento nao pode ser garantida
para estes isolados com os experimentos realizados neste trabalho.
Termos para indexacdo: Phaseolus vulgaris L., Trichoderma asperellum, Trichoderma

harzianum, Trichoderma virens,

Trichoderma spp. inoculation in promoting growth and nutrition in beans culture.

Abstract This study aimed to evaluate the inoculation effect of Trichoderma spp. in
growth promotion of common bean. It was tested twenty-five isolates of Trichoderma in
germination and seed vigor tests, growth promotion and nutrition of cultivated plants in
greenhouse. All treatments increased the percentage of seed germination compared to the
control and the treatments containing Trichoderma spp. also increased germination
percentage after the period of premature aging. The treatments showed no significant
differences in root length of the plants, while the TA18 treatment increased the length of
the air part of the plant when compared to control. When it was investigated the N in the
plant tissue, the TAO2, TA18 and TV25 treatments did not reach the sufficiency range
indicated for bean plants. The other nutrients were evaluated according to the sufficiency
range or above these values. Only treatment TA02 showed Zn deficiency in plants. The
use of Trichoderma spp. ensures a higher germination and vigor percentage in treated
seeds. However, the direct effect of the isolates tested in growth promotion can not be
guaranteed for these isolates with the experiments performed in this work.

Index terms: Phaseolus vulgaris L., Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum,

Trichoderma virens
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Introducao

O Brasil é o maior produtor mundial de feijao, com a produtividade na safra
2012/2013 avaliada em 2.829,1 mil t, em 3.061,2 mil ha com um rendimento médio de
924 kg ha (CONAB, 2013). Esses dados confirmam a importancia ndo apenas
econdmicas, mas também social do grdo para o pais. Com o desenvolvimento de
epidemias e escassez de nutrientes no solo, a agricultura passou a depender de insumos
quimicos, como fertilizantes e agrotoxicos (Friguetto, 1997; Berg, 2009). Entretanto, a
utilizacdo desses produtos sem amparo técnico aos produtores rurais, que até hoje
realizam aplicacdes desnecessdrias, em volumes maiores do que o recomendado e sem
indica¢do de um agronomo, t€ém provocado diversos impactos ambientais e na saide do
homem (Gunnel, et al., 2007; Leach & Mumford, 2008; Berg, 2009). Devido ao aumento
dos problemas associados ao uso de produtos quimicos sintéticos, o interesse no uso de
microrganismos benéficos, sejam eles nativos ou ndo, com o objetivo de proporcionar
sanidade vegetal, aumento da produtividade reduzindo os riscos a saide do consumidor
e os impactos ambientais s6 tem aumentado (Avis et al., 2008).

Os microrganismos promotores de crescimento vegetal podem ser empregados
com a mesma finalidade dos fertilizantes, pois possuem um importante papel na produgao
vegetal e aumento da fertilidade do solo através de diferentes mecanismos, como fixagcao
bioldgica do nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos, aquisicdo de macro e micronutrientes
essenciais, produgao de substancias promotoras do crescimento e atividade de biocontrole
(Vessey, 2003; Saharan & Nehra, 2011, Verma et al., 2014). Vdrias espécies de
Rhizobium sdo empregadas neste sentido na cultura do feijao, entre eles Rhizobium

tropici, que € nativo das regides tropicais da América do Sul (Martinez-Romero et al.,
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1991) e representa a maior populacao de Rhizobium em feijao em alguns solos brasileiros
(Hungria et al., 1997a; Hungria et al., 1997b).

Além de bactérias, os produtos utilizados com finalidade de fertilizantes podem
ter em seu contetido células vivas ou latentes de microrganismos como leveduras, algas e
fungos filamentosos (Medeiros & Lopes, 2006). Algumas espécies de Trichoderma
provocam efeitos benéficos no crescimento das plantas e aumentam a resisténcia aos
estresses bidticos e abidticos (Hermosa et al., 2012). A agdo de Trichoderma sp. ocorre
por meio dos mecanismos de parasitismo, antibiose, competi¢do por nutrientes e
substratos, producdo de enzimas extracelulares e antibidticos, que elevam sua capacidade
hiperparasita, competitiva e garante efici€éncia no biocontrole, promocao de crescimento
das plantas e indugdo de resisténcia contra diversos patogenos (Howell, 2003; Harman et
al., 2004; Benitez et al., 2004, Hermosa, et al., 2012).

Tendo como um dos principais desafios para este século uma producgao agricola
sustentdvel e ambientalmente sauddvel (Berg, 2009), a biotecnologia de plantas tem pode
contribuir para o desenvolvimento de novas variedades com maior resisténcia a
patégenos, tolerancia a seca e sal e melhores valores nutricionais, entretanto, nao
podemos desconsiderar as interagdes benéficas que ocorrem entre plantas e
microrganismos (Smith et al., 1999). Entre estas interacdes benéficas, podemos citar a
promocao de crescimento das planta, que em comparacao com o uso de fertilizantes sdao
mais seguros, reduzem os danos ambientais e a saide humana, apresentam atividade
direcionada, sdo eficientes em menores quantidades, tem sua populac¢do controlada pelas
plantas e pela populacdo de microrganismos nativos, se decompdem mais rapidamente
que os produtos quimicos convencionais € podem ser empregados tanto em sistemas

convencionais como em estratégias de manejo integrado (Berg, 2009), por isso, o estudo
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dos microrganismos desejados antes de sua aplicagdo pode garantir a eficiéncia destes em
campo. Tendo em vista o cendrio dos microrganismos promotores de crescimento, este
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo de Trichoderma spp. no
tratamento de sementes de feijaio comum (Phaseolus vulgaris L.) em casa de vegetagdo,

visando avaliar os parametros para a promogao de crescimento vegetal.

Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micologia Ambiental do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia e na Casa de Vegetacdo do
Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGYS).

Nos experimentos realizados foram testados 13 isolados de Trichoderma spp.. Os
isolados pertencem a trés diferentes espécies, identificados como ICB02, ICB03, ICB06,
ICB07,1ICB08, ICB11,ICB13,ICB14, ICB16, ICB17, ICB18 (Trichoderma asperellum),
ICBOS5 (Trichoderma harzianum) e ICB25 (Trichoderma virens) e pertencem a Micoteca
da empresa ICB BIOAGRITEC LTDA., Porto Alegre, Brasil. Foram utilizadas sementes
de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), sem nenhum tratamento quimico, em todos os
experimentos.

Para os testes de germinacdo e vigor das sementes, as mesmas receberam
diferentes tratamentos combinados, que estdo apresentados na Tabela 1. Nos tratamentos
correspondentes ao uso de isolados de Trichoderma spp. as sementes foram mantidas por
8 h em solucdo de esporos na concentracio de 107 esporos.mL!. O teste de germinacio

das sementes, foi conduzido de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
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1992). Foram realizadas 3 repeti¢cdes de 50 sementes para cada tratamento, em camara de
germinacdo (BOD) a temperatura constante de 27 + 2 °C. A semeadura foi realizada em
caixas plasticas sobre papel filtro umedecido em dgua destilada autoclavada, em
quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. A contagem do nimero de
sementes germinadas foi realizada no quinto dia apds a semeadura. Os valores obtidos
foram expressos na forma de porcentagem de germinagao.

Para verificar o vigor das sementes medido apds envelhecimento acelerado, foi
empregada a metodologia de Resende et al., 2003. O experimento foi conduzido em
triplicata de 50 sementes para cada tratamento. As sementes foram mantidas no interior
de caixas plasticas tipo gerbox contendo 40 mL de 4gua deionizada esterilizada,
distribuidas uniformemente sobre uma superficie telada. As caixas vedadas foram
mantidas em camara de germinag¢ao (BOD), com temperatura de 40 + 2 °C por um periodo
de 72 h. Ap6s o periodo de envelhecimento, as sementes foram submetidas ao teste de
germinacdo, conforme ja descrito anteriormente e a contagem do nimero de sementes
germinadas foi realizada no quinto dia apds a semeadura. O vigor das sementes foi
expresso em porcentagem de sementes germinadas.

O experimento que avaliou a promogao de crescimento e a avalia¢do nutricional
consistiu em 16 tratamentos e 3 repeti¢des, totalizando 48 plantas de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.), dispostos em um delineamento inteiramente casualizado. 13
tratamentos contendo os diferentes isolados de Trichoderma spp., um contendo uma
mistura entre todos os isolados de Trichoderma spp., um tratamento com adicdo de
NH4NOs em dose correspondente a 60 kg.ha! e uma testemunha sem nenhum tratamento

(Tabela 1).
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As sementes foram previamente desinfestadas método de imersdo em solucdes
desinfestantes de dlcool e hipoclorito de sédio e lavadas em dgua destilada estéril. Apds
a desinfestacdo as sementes foram pré-germinadas em rolos de papel filtro, que foram
mantidos em camara de germinag¢do (BOD) com temperatura de 27 + 2 °C umedecidos
constantemente em dgua destilada estéril, durante cinco dias.

As solucdes de esporos dos isolados de Trichoderma spp. (107 esporos.mL™)
foram aplicadas no sulco de semeadura em um volume de 5 mL /planta. Para a semeadura
das plantulas foram utilizados vasos de Leonard com substrato autoclavado de
vermiculita e areia (2:1 v/v) na parte superior do vaso, e na parte inferior do vaso contendo
a solugdo nutritiva de Sarruge (1975) modificada (sem nitrogénio), que era reposta a cada
trés dias, completando o volume dos vasos.

O experimento foi realizado durante 32 dias, no periodo de dezembro de 2013 a
janeiro de 2014, até que o estadio R6 (floracao) foi observado nas primeiras plantas. Neste
momento foram realizadas as medidas de comprimento da parte aérea e comprimento das
raizes.

Ap6s as andlises de promocao do crescimento, as amostras vegetais foram levadas
ao Laboratério de Anélise de Solos da Faculdade de Agronomia da UFRGS, onde foram
realizadas as andlises nutricionais (macro e micronutrientes) das plantas, de acordo com
as metodologias de Tedesco et al., 1995.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores foram
expressos como a média entre elas. Os dados foram submetidos ao teste de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 5 % e as médias foram analisadas pelo testes de

Tukey ou Scott-Knott de acordo com o experimento realizado. Os softwares utilizados
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para as andlises estatistica foram o Statistica 7.0 (Statsoft) e SASM-Agri (Canteri et al.,

2001).

Resultados e discussao

Ao avaliar o efeito de Trichoderma spp. em diferentes tratamentos na germinacao
das sementes de feijdo comum, foi possivel observar que apds cinco dias da inoculagio,
todos os tratamentos mostraram diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo a
testemunha (C1), demonstrando que as sementes apresentam maior porcentual de
germinacdo apds submetidas aos tratamentos realizados (Tabela 2).

Ap6s o periodo de envelhecimento das sementes, foi possivel observar uma maior
porcentagem de germinacdo (p < 0,05) nas sementes que receberam o tratamento com
Trichoderma spp. em relagdo as sementes que niao foram submetidas a nenhum
tratamento (Tabela 2). As sementes submetidas aos tratamentos TAO02 e Tmix
apresentaram as menores porcentagem de germinagdo em relacio aos demais tratamentos
realizados com Trichoderma spp. entretanto, apresentaram diferenga significativa (p <
0,05) do resultado obtido na testemunha (Tabela 2). Com base nas conclusdes obtidas por
Bassan et al. (2001), o tratamento TA02 inviabilizou as sementes, uma vez que os valores
observados para a germinacdo foram inferiores a 80%.

Alguns metabdlitos microbianos podem influenciar a germinacdo e emergéncia
das sementes. A inibicdo ou estimulacdo da germinacdo pode ser relacionada com
substancias como giberelinas e o 4cido abscisico (Celar & Valic, 2005). Trichoderma

spp. pode produzir enzimas degradadoras da parede celular que podem induzir a sintese
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de etileno nas sementes, auxinas, citoquininas e giberelinas que acentuam o potencial de
biofertilizacao (El-Katatny, 2010; Benitez et al., 2004).

A Figura 1 mostra os valores referentes ao comprimento médio da parte aérea das
plantas e comprimento médio do sistema radicular. Quando observado o comprimento
médio da parte aérea € possivel visualizar um aumento significativo (p < 0,05) nos
resultados das plantas submetidas ao tratamento TA18 em relacdo ao tratamento Ttest
(Figura 1). Todos os tratamentos realizados aumentaram o comprimento da parte aérea
das plantas sem apresentar diferenca estatistica entre os tratamentos (Figura 2). Quando
considerado o comprimento radicular das plantas, nenhum tratamento mostrou efeito
positivo significativo no desenvolvimento radicular das plantas (Figura 1).

Carvalho et al. (2011) observou que sementes de feijdo tratadas com cinco
isolados de Trichoderma harzianum apresentavam maior comprimento da parte aérea em
relacdo a testemunha, o maior valor foi encontrado quando as sementes foram tratadas
com o isolado CEN240. Em relacdo ao comprimento do sistema radicular, o isolado
CEN239 proporcionou resultados superiores ao comprimento radicular da testemunha, os
demais isolados foram inferiores a testemunha, o que segundo os autores sugere um efeito
negativo desses isolados sobre o desenvolvimento do sistema radicular. Contreras-
Cornejo et al. (2009) atribuem o melhor desenvolvimento radicular, principalmente o
desenvolvimento de raizes laterais, em plantas que foram submetidas ao tratamento com
Trichoderma virens a sua capacidade de sintetizar e mediar os efeitos da auxina.

Todas as plantas foram avaliadas em relacdo a % de nitrogénio (massa/massa)
(Tabela 3). Foi possivel verificar que as plantas que receberam os tratamentos TAO02,
TA18 e TV25 ndo alcangaram a faixa de suficiéncia de nitrogénio sugerida por Tedesco

et al. (2004. Plantas com deficiéncia desse elemento apresentam-se atrofiadas e as folhas
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revelam coloracdo verde-pdlido e amarela, que se inicia em folhas mais velhas e
relaciona-se com a participagdo do nitrogénio na estrutura da molécula da clorofila
(Oliveira et al., 1996).

Uma maior captagdo e melhor uso dos nutrientes sao caracteristicas atribuidas aos
microrganismos promotores de crescimento vegetal (Benitez et al., 2004). Através da
avaliacdo do tecido vegetal das plantas analisadas neste pexperimento, foi possivel
constatar que as plantas de todos os tratamentos encontram-se na faixa de suficiéncia para
o Cu e estdo acima do valor estabelecido para Mn e Fe (Tabela 3).

Problemas nutricionais envolvendo deficiéncia ou excesso de Cu sdo menos
comuns, uma vez que a absor¢iio de Cu ocorre ativamente como Cu** ou como compostos
organicos soliveis e embora sua mobilidade na planta seja reduzida, o nutriente pode ser
deslocado das folhas mais velhas para as mais novas (Leite et al., 2003). A discrepancia
entre a necessidade e o teor de Mn encontrado nos tecidos vegetais indica que a ao
contrario da maioria dos nutrientes, sua absor¢ao é pouco regulada pela planta, o que pode
levar ao acimulo de Mn a niveis toxicos (Cardoso et al., 2003). A toxicidade de Mn reduz
a producao de clorofila e a capacidade fotossintética, comprometendo o crescimento das
raizes e a producdo de matéria seca total (Smith et al., 1983). Dobereiner (1966)
demonstrou que o excesso de Mn no feijoeiro é mais prejudicial a simbiose do que ao
desenvolvimento da planta em si e interfere no nimero e peso dos nédulos bem como na
eficiéncia da fixacdo bioldgica do Na.

Apenas o tratamento TA02 apresentou deficiéncia em Zn (Tabela 3). Os sintomas
de deficiéncia em Zn sdo observados primeiramente em folhas mais jovens e interferem
na producdo de matéria seca da parte aérea em feijao (Fageria, 2000). Os demais

nutrientes avaliados (P, K, Ca, Mg e S) apresentaram resultados dentro da faixa de
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suficiéncia em alguns tratamentos, enquanto que para todos os nutrientes, 0s tratamentos
com valores fora da faixa de suficiéncia apresentam quantidade superior ao esperado

(Tabela 4).

Conclusoes
O uso de Trichoderma spp. garante uma maior porcentagem de germinagao e
vigor nas sementes tratadas, entretanto o efeito direto dos isolados testados na promog¢ao
de crescimento ndo pode ser garantida para estes isolados com os experimentos realizados

neste trabalho.

Referéncias

AVIS, T.J.; GRAVEL, V.; ANTOUN, H.; TWEDDELL, R.J. Multifaceted beneficial
effects of rhizosphere microorganisms on plant health and productivity. Soil Biology &
Biochemistry, v. 40, p.1733-1740, 2008.

BASSAN, D.A.Z.; ARF, O.; BUZETTI, S.; CARVALHO, M.A.C.; SANTOS, N.C.B;
SA, M.E. Inoculacdo de sementes e aplicacdo de nitrogénio e molibdénio na cultura do
feijao de inverno: producdo e qualidade fisiolégica de sementes. Revista Brasileira de
Sementes, v.23, n.1, p.76-83, 2001.

BENITEZ, T.; RINCON, A.M.; LIMON, M.C.; CODON, A.C. Biocontrol mechanisms
of Trichoderma strains. International Microbiology, v.7, p.249-260, 2004.

BERG, G. Plant-microbe interactions promoting plant growth and health: perspectives
for controlled use of microorganisms in agriculture. Applied Microbiology and

Biotechnology, v.84, p.11-18, 2009.



87

BRASIL - Ministério da Agricultura e Reforma Agréria. Secretaria Nacional de defesa
Agropecudria. Regras para analise de sementes. Brasilia, 1992. 365p. 1992.
CANTERI, M.G.; ALTHAUS, R.A.; VIRGENS FILHO, J.S.; GIGLIOTTI, E.A;
GODOQY, C.V. SASM-Agri: Sistema para anélise e separacao de médias em experimentos
agricolas pelos métodos de Scott-Knott, Tukey e Duncan. Revista Brasileira de
Agrocomputacio, v.1, n.2, p.18-24, 2001.

CARVALHO, D.D.C.; MELLO, S.C.M.; LOBO-JUNIOR, M.; SILVA, M.C. Controle
de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli in vitro e em sementes, promo¢ao de crescimento
inicial do feijoeiro comum por Trichoderma harzianum. Tropical Plant Pathology, v.36,
n.1, p.28-34, 2011.

CARDOSO, E.J.B.N.; NAVARRO, R.B.; NOGUEIRA, M.A. Absorc¢do e translocagao
de manganés por plantas de soja micorrizadas, sob doses crescentes deste nutriente.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v.27, p.415-423, 2003.

CELAR, F.; VALIC, N. Effects of Trichoderma spp. and Gliocladium roseum culture
filtrates on seed germination of vegetables and maize. Journal of Plant Disease and
Plant Protection, v.112, n.4, p.343-350, 2005.

CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da Safra
Brasileira: graos, décimo levantamento. Brasilia, Conab, 2013. Disponivel em:
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/13_07_09_09_04_53_boletim_gr
aos_junho__2013.pdf. Acesso em 20 jan. 2014.

CONTRERAS-CORNEJO, H.A.; MACIAS-RODRIGUEZ, L.; CORTES-PENAGOS,
C.: LOPEZ-BUCIO, J. Trichoderma virens, a plant benefical fungus, enhances biomass
production and promotes lateral root growth throught na auxin-dependent mechanism in

Arabidopsis. Plant Physiology, v.149, p.1579-1592, 2009.



88

EL-KATATNY, M.H. Enzyme production and nitrogen fixation by free, immobilized
and coimmobilized inoculants of Trichoderma harzianum and Azospirillum brasilense
and their possible role in growth promotion of tomato. Food Technology and
Biotechnology, v.48,n.2, p.161-174, 2010.

FAGERIA, N.K. Niveis adequados e téxicos de zinco na producao de arroz, feijao, milho,
soja e trigo em solo de cerrado. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental, v.4, n.3, p.390-395, 2000.

FRIGHETTO, R.T.S. Impacto Ambiental Decorrente do Uso de Pesticidas Agricolas. In:
MELO, 1S.; AZEVEDO, J.L. (Ed.). Microbiologia Ambiental. Jaguariina: Centro
Nacional de Pesquisa de Monitoramento e Avaliacao de Impacto Ambiental, 1997. p.415-
438.

GRANGE, L.; HUNGRIA, M.; GRAHAM, P.H.; MARTINEZ-ROMERO, E. New
insights into the origins and evolution of rhizobia that nodulate common bean (Phaseolus
vulgaris) in Brazil. Soil Biology & Biochemistry, v.39, p.867-876, 2007.

GUNNELL, D.; EDDLESTON, M.; PHILLIPS, M.R., KONRADSEN, F. The global
distribuition of fatal pesticide self-poisoning: systematic review. BMC Public Health, v.
21,n.7, p.357, 2007.

HARMAN, G.E.; HOWELL, C.R.; VITERBO, A.; CHET, L.; LORITO, M. Trichoderma
species-opportunistic, avirulent plant symbionts. Nature Reviews, v.2, p.3-56, 2004.
HERMOSA, R.; VITERBO, A.; CHET, I.; MONTE, E. Plant-beneficial effects of
Trichoderma and of its genes. Microbiology, v.158, p.17-25, 2012.

HERRIDGE, D.F.; PEOPLES, M.B.; BODDEY, R.M. Global inputs of biological

nitrogen fixation in agricultural systems. Plant Soil, v.311, p.1-18, 2008.



89

HOWELL, C.R. Mechanisms employed by Trichoderma species in the biological control
of plant disease: the history and evaluation of current concepts. Plant Disease, v.87, n.1,
p-4-10, 2003.

HUNGRIA, M.; ANDRADE, D.S.; COLOZZI-FILHO, A.; BALOTA, E.L. Interacdo
entre microrganismos do solo, feijoeiro e milho em monocultura e consércio. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.32, p.807-818, 1997a.

HUNGRIA, M.: VARGAS, M.A.T.; ARAUJO, R.S. Fixac¢ao bioldgica do nitrogénio em
feijoeiro. In: VARGAS, M.A.T., HUNGRIA, M. (Eds.). Biologia dos Solos dos
Cerrados. Planaltina: EMBRAPA-CPAC, 1997b. p. 189-295.

HUNGRIA, M.; VARGAS, M.A.T. Environmental factors affecting N> fixation in grain
legumes in the tropics, with na emphasis on Brazil. Field Crops Research, v.65, p.151-
164, 2000.

LEACH, A.W.; MUMFORS, J.D. Pesticide environmental accounting: a method for
assessing the external costs of individual pesticide applications. Environmental
Pollutants, v. 151, p. 39-147, 2008.

LEITE, U.T.; AQUINO, B.F.; ROCHA, R.N.C.; SILVA, J. Niveis criticos foliares de
boro, cobre, manganés e zinco em milho. Bioscience Journal, v.19, n.2, p.115-125,
2003.

MARTINEZ-ROMERO, E.; SEGOVIA, E., MERCANTE, F.M., FRANCO, AA.,
RAHAM, P.H., PARDO, M.A. Rhizobium tropici, a novel species nodulating Phaseolus
vulgaris L. beans and Leucaena sp. trees. International Journal of Systematic
Bacteriology, v.41, p.417- 426, 1991.

MEDEIROS, M.B.; LOPES, J.S. Biofertilizantes liquidos e sustentabilidade agricola.

Bahia Agricola, v.7, n.3, p.24-26, 2006.



90

OLIVEIRA, LP.;: ARAUJO, R.S.: DUTRA, L.G. Nutricao mineral e fixagao bioldgica
do nitrogénio. In: ARAUJO, R.S.; RAVA, C.A.; STONE, L.F.; ZIMMERMANN, M.J.
de O. (Coord.). Cultura do Feijoeiro Comum no Brasil. Piracicaba: Potafos, 1996,
p.169-221.

RESENDE, O.; BOREM, F.M.; CARVALHO, M.L.M.; GRIS, C.F. Anélises fisiol6gicas
em sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L..) armazenadas na presenca de equipamento
redutor de indculo. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, v.5, n.2, p.133-
144, 2003.

RODRIGUEZ-NAVARRO, D.N.; SANTAMARIA, C.; TEMPRANO, F.; LEIDI, E.O.
Interaction effects between Rhizobium strain and bean cultivar on nodulation, plant
growth, biomass partitioning and xylem sap composition. European Journal of
Agronomy, v.11, p.131-143, 1999.

RUDRESH, D.L.; SHIVAPRAKASH, M.K.; PRASAD, R.D. Effect of combined
application of Rhizobium, phosphate solubilizing bacterium and Trichoderma spp. on
growth, nutriente uptake and yield of chickpea (Cicer aritenium L.). Applied Soil
Ecology, v.28, p.139-146, 2005.

SAHARAN, B.S.; NEHRA, V. Plant growth promoting rhizobacteria: a critical review.
International Journal of Life Science and Medical Research, v.21, p.1-30, 2011.
SARRUGE, J.R. Solu¢des nutritivas. Summa Phytopathologica, v.1, n.3, p.231-234,
1975.

SMITH, G.S.; EDMEADS, D.C.; UPSDELL, M. Manganese status of New Zealand
pastures. 1. Toxicity in ryegrass, white clover and lucerne. New Zealand Journal of

Agricultural Research, v.26, n.2, p.215-221, 1983.



91

SMITH, K.P.; HANDELSMAN, J.; GODMAN, R.M. Genetic basis for plants
interactions with disease-supressive bactéria. Proceedings of National Academy of
Sciences, v.9, p.4786-4790, 1999.

TEDESCO, M.J.; GIANELLO, C.; BISSANI, C.A.; BOHNEN, H.; VOLKWEISS, S.G.
Anadlise de Solo, plantas e outros materiais. Porto Alegre: Departamento de Solos,
UFRGS, 1995. 174p.

VERMA, J.P.; YADAV, J.; TIWARI, K.N.; JAISWAL, D.K. Evaluation of plant growth
promoting activities of microbial strains and their effect on growth and yield of chickpea
(Cicer arietinum). Soil Biology & Biochemistry, v.70, p.33-37, 2014.

VESSEY, J.K. Plant growth promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant and Soil,

v.255, p.571-586, 2003.

Tabelas e figuras

Tabela 1. Relacdo de tratamentos aplicados nos experimentos de germinagdo e vigor de
sementes e promog¢do de crescimento e nutricdo vegetal em casa de vegetacgao.

Tratamento Composicao
TAO2 ICB02
TAO3 ICBO3
THOS ICBO5
TAO6 ICBO6
TAO7 ICBO7
TAO8 ICBOS8
TA1l ICB11
TA13 ICB13
TA14 ICB14
TAl6 ICB16
TA17 ICB17
TA18 ICB18
TV25 ICB25
Ttest Testemunha (sem tratamento)
TN@ Nitrogénio
Tmix (C3) Mix Trichoderma spp.

(DO tratamentoTN ndo foi realizado nas avaliagdes de germinagdo e vigor das sementes.
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Tabela 2. Porcentagem de germinacao e vigor de sementes de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) ap6s diferentes tratamentos com Trichoderma spp.

Identificacao Tratamento % germinacao % germinacao
vigor
TA02 ICB02 1004 758
TAO03 ICBO3 1004 1004
TVO0S ICBO5 100% 100%
TA06 ICB06 1004 1004
TAO7 ICBO7 1004 100%
TAO08 ICBO8 1004 1004
TA11 ICB11 1004 1004
TA13 ICB13 1004 1004
TA14 ICB14 1004 1004
TA16 ICB16 100% 1004
TA17 ICB17 1004 1004
TA18 ICB18 100% 1004
TV2S5 ICB25 1004 1004
Ttest NENHUM 90" 52¢
TRATAMENTO
Tmix MIX ICB 1004 818
Cv 1,04 % 3,10 %

Médias seguidas da mesma letra maitdscula ndo diferem entre si na coluna pelo teste de Tukey
5%.
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Tabela 3. Avaliacdo nutricional das plantas de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.)

submetidas a diferentes tratamentos com Trichoderma spp. e inoculante.

Tratamentos Micronutrientes (%) Macronutrientes (%) N (%)

(mg. kg™ (mg. kg™

Zn Cu Mn Fe P K Ca Mg S
TAO02 16 6 149 243 0,23 1,6 063 13 0,23 1,9
TAO03 22 10 160 263 0,39 33 081 1,6 041 3,8
TVO05 29 12 249 314 0,40 34 1,2 1,8 0,34 3,7
TA06 30 12 227 357 0,44 40 1,0 1,7 043 3,5
TAO7 30 14 333 745 0,40 2,9 1,1 1,8 0,39 3,8
TAO8 22 10 171 515 0,39 35 080 1,6 0,35 3,1
TA11l 25 11 207 438 041 39 0,78 1,7 0,38 3,3
TA13 27 12 241 639 042 3,6 090 1,7 0,36 3,6
TA14 23 11 224 317 0,37 3,5 083 1,7 0,38 3,1
TA16 25 10 195 307 041 38 082 1,6 034 3
TA17 22 9 185 267 0,34 35 086 1,6 0,32 3,3
TA18 23 10 210 342 0,39 3,2 1,0 1,7 0,39 2,3
TV25 21 10 177 238 042 39 081 1,6 0,38 2,9
Ttest 27 16 371 418 0,55 39 097 32 1,0 1,2
TN 26 14 272 330 039 36 083 19 044 3,6
Tmix 29 11 288 527 0,38 3,2 1,3 1,8 0,30 4

Faixas de suficiéncia de macro e micronutrientes no tecido foliar para a cultura do feijao: Zn: 18-
50; Cu: 4-20; Mn: 15-100; Fe: 40-140; P: 0,2-0,3; K:2,0-2,5; Ca: 1,0-2,5; Mg: 0,25-0,5; S: 0,2-

0,3. Fonte: Tedesco et al. (2004).



94

100
ab
80 ab ab

60

40

ab
ab
20

Comprimento médio (cm)

<

b
20 I

40
TA02 TAO3 THO5 TA06 TA07 TA08 TA1l TA13 TAl4 TA16 TA17 TAI8 TV25 Ttest TN Tmix

®m Comprimento parte aérea ™ Comprimento radicular

Figura 1. Comprimento médio (cm) da parte aérea e comprimento médio (cm) radicular
de plantas de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) submetidas a diferentes tratamentos.
Comprimento parte aérea: Barras seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo
teste de Tukey 5%. Comprimento radicular: Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos.



4.4 ARTIGO 4: Deteccao de enzimas relacionadas com a inducao de

resisténcia em feijoeiro comum apos inoculacao de Trichoderma spp.*

4Artigo sera traduzido para a lingua inglesa e submetido ao Comité Editorial do Periédico

Cientifico Tropical Plant Pathology
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Deteccao de enzimas relacionadas com a inducao de resisténcia em feijoeiro

comum apéds inoculacao de Trichoderma spp.

Priscila Pauly Ribas, Aida Terezinha dos Santos Matsumura, Sueli Teresinha

Van Der Sand

RESUMO: Microrganismos empregados no controle biolégico de fitopatégenos podem
atuar como eliciadores de mecanismos de defesa de plantas. Esta capacidade pode estar
associada com o aumento de proteinas relacionadas a patogénese nas plantas, o que as
levaria ao estado de indug¢do. Como Trichoderma spp. possui um importante papel no
cendrio do controle bioldgico, este trabalho visou averiguar a capacidade de 13 diferentes
isolados estimularem os mecanismos de defesa do feijoeiro, analisando a producdo de
enzimas durante o processo de inducdo de resisténcia. Foram empregadas andlises
espectrofotométricas aos 16 e 32 dias apds a inoculagdo para a deteccdo da atividade de
peroxidases, polifenoloxidades e fenilalanina amonia-liase nas plantas tratadas.
Observou-se a capacidade de Trichoderma aumentar a atividade enzimdtica de
peroxidases em 84 % dos tratamentos apds 16 dias da inoculagao e 100 % apds 32 dias.
A atividade enzimatica das polifenoloxidades aumentou em 92 % dos tratamentos apds a
inoculacdo e 100 % apds 32 dias, ja a atividade da fenilalanina amonia-liase aumentou
em 46 % dos tratamentos na avaliagdo realizada 16 dias apds a inoculacdo e em 77 % dos
tratamentos, aos 32 dias apds a inoculac@o. O isolado ICB05 apresentou maior potencial
de imunizagdo neste experimento. Assim, concluimos que o uso de Trichoderma spp.

como agente de controle biolégico pode reduzir os niveis de infec¢ao de fitopatégenos
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em feijoeiro, ndo apenas através dos mecanismos envolvidos no antagonismo, mas

também pela imunizacao das plantas tratadas.

Palavras-chave: peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase, inducdo de

resisténcia, controle biolégico

Enzymes detection related with the resistance induction in common beans
after Trichoderma spp. inoculation

ABSTRACT: Microorganisms deployed in biological control of phytopathogens can act
as elicitors of defense mechanisms in plants. This ability can be associated with the
growth of proteins related with phatogenesis in plants, which would take them to an
induction state. Since Trichoderma spp. has an important role on biological control
cenary, this work aimed to investigate the ability of thirteen different isolates to estimulate
the defense mechanisms in common bean, by analyzing the enzymes production during
the resistance induction process. It was deployed spectrophotometric analyzes on the 161
and the 32" days after the inoculation to detect the activity of peroxidases,
polyphenoloxidases and phenylalanine ammonia lyase in treated plants. It was observed
the ability of Trichoderma on increasing the enzymatic activity of peroxidases in 84% of
treatments after 16 days of inoculation and 100% after 32 days. The enzymatic activity
of polyphenoloxidases increased in 92% of treatments after 16 days of the inoculation
and 100% after 32 days, while the activity of phenylalanine ammonia lyase increased in
46% of treatments in the evaluation performed 16 days after the inoculation and in 77%
of treatments, by the 32" day after the inoculation. The isolate ICBO5 showed higher

immunization potential on this experiment. So, it is concluded that the use of
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Trichoderma spp. as an agent of biological control can reduce the infection levels of
phytopathogens in beans, not only through the mechanisms involved in the antagonism,

but also through the immunization of treated plants.

Key words: peroxidase, polyphenol oxidase, phenylalanine ammonia-lyase, induced

resistance, biological control

INTRODUCAO

A indugdo de resisténcia nas plantas é consequéncia da interacdo entre diferentes
eliciadores microbianos e receptores em plantas, levando a ativacdo de vias de
sinalizacdo, que provocam modificacdes bioquimicas e fisiologicas nas plantas (Mastouri
et al. 2010, Contreras-Cornejo et al. 2011, Harman et al. 2012). Isto leva a uma reagdo
antecipada e mais forte ao ataque de patégenos e parasitas, com redugdo significante na
propagacdo das doengas (Contreras-Cornejo et al. 2011, Harman et al 2012, Mathys et al.
2012). Esta resisténcia pode persistir por longos periodos, e dever haver uma re-indugao

sempre que necessario (Nawrocka & Malolepsza, 2013).

A habilidade de agentes de controle biologico (ACB) contribuirem para o
desenvolvimento de resisténcia em diferentes culturas vem sendo descrito em diversas
pesquisas (Mastouri et al. 2010, Salas-Marina et al. 2011, Hermosa et al. 2012, Harman
et al. 2012, Ryder et al. 2012, Carreras-Villasenor et al. 2012). Entre os ACB, isolados
do fungo Trichoderma tem demonstrado capacidade de induzir respostas de defesa nas
plantas, bem como promover a resisténcia sist€mica e sdo essenciais para a protecao de

culturas contra um amplo espectro de patégenos virais, bacterianos e fungicos (Mastouri
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et al. 2010, Salas-Marina et al. 2011, Contreras-Cornejo et al. 2011, Harman et al 2012,

Carreras-Villasenor et al. 2012).

Os tratamentos com Trichoderma promovem a sintese e acumulagcdo de varios
metabolitos secundérios e moléculas de sinalizacdo, incluindo 4cido jasmonico, etileno e
acido salicilico (Shoresh et al. 2010, Salas-Marina et al. 2011, Contreras-Cornejo et al.
2011, Harman et al 2012), aumentam a atividade de enzimas envolvidas na sintese de
compostos antimicrobianos, tais como as proteinas relacionadas a patogénese,

fitoalexinas e provocam o refor¢o da parede celular (Loon et al. 1998).

Tendo em vista a importancia de agentes de controle biolégico na imunizagdo de
plantas, este trabalho teve como objetivo averiguar a capacidade de diferentes isolados de
Trichoderma spp. estimularem plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) a
ativarem seus mecanismos de defesa contra possiveis patégenos através da deteccdo de

enzimas produzidas durante o processo de imunizagao.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micologia Ambiental do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia e na Casa de Vegetacdo do
Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS).

Nos experimentos realizados foram testados 13 isolados de Trichoderma spp. Os
isolados pertencem a 3 diferentes espécies, identificados como ICB02, ICB03, ICBO06,
ICB07,1ICB08, ICB11,ICB13,ICB14,ICB16, ICB17, ICB18 (Trichoderma asperellum),

ICBOS5 (Trichoderma harzianum) e ICB25 (Trichoderma virens) e sdo armazenados na
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Micoteca da empresa ICB BIOAGRITEC LTDA., Porto Alegre, Brasil. O experimento
consistiu em 13 tratamentos e uma testemunha. Todos os tratamentos foram realizados
com trés repeti¢des, totalizando 42 plantas de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.),

dispostos em um delineamento inteiramente casualizado.

Antes da semeadura, as sementes foram desinfestadas pelo método de imersao em
solucdes desinfestantes de dlcool, hipoclorito de sédio e lavadas em dgua. Apds a
desinfestagdo as sementes foram pré-germinadas em rolos de papel filtro, que foram
mantidos em camara de germinacdo (BOD) com temperatura de 27 + 2 °C com a ponta
do papel submersa em dgua destilada estéril, durante cinco dias. No plantio das plantulas
foram utilizados frascos contendo substrato autoclavado de vermiculita e areia (2:1 v/v)
em vasos de Leonard, que permanecem submersos em solucdo nutritiva de Sarruge
(1975). Ainda, no momento do plantio foram aplicadas as solugdes de esporos dos
isolados de Trichoderma spp. (107 esporos.mL™!) diretamente no sulco em um volume de
5 mL / planta. O experimento foi realizado durante 32 dias, no periodo de dezembro de
2013 a janeiro de 2014 e as amostras foram coletadas aos 16 e 32 dias ap6s a inoculagao

(DAI) de Trichoderma spp.

Ap6s o periodo de desenvolvimento das plantas, foi determinada a concentragdo
de proteinas totais nas amostras vegetais e foram realizadas as andlises enzimaticas,
visando a deteccdo da atividade de peroxidase, polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina
amonia-liase (PAL). Os valores foram expressos como atividade média entre as
repeticoes. Os dados foram submetidos ao teste de variancia (ANOVA), com nivel de
significancia de 5 % e as médias foram analisadas pelo teste de Tukey. O software

utilizado para a analise estatistica foi o Statistica 7.0 (Statsoft).
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O extrato vegetal para as andlises foi preparado com a maceracao das amostras
vegetais em nitrogénio liquido, utilizando almofariz e pistilo. Ao macerado foram
acrescentados 3 mL de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,5, acrescido de
polivinilpirrolidona 1 % (p/v) e fluoreto de fenilsulfonila (PMSF) 1 mM, com posterior
centrifugacao (30.000 g, 25 min, 4 °C) e recuperacdo do sobrenadante que foi mantido

em banho de gelo durante a realizacio das andlises.

A concentracdo de proteinas totais em cada amostra foi determinada pelo método
de Bradford (1976) ajustando-se uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de
albumina sérica bovina (BSA), correlacionando-se a concentragdo de proteinas com as
leituras de absorbancia em espectrofotdmetro com A = 595 nm. Os dados foram expressos

em pg proteinas g! tecido.

A atividade de peroxidases foi realizada pelo método descrito por
Hammerschmidt et al. (1982) no qual € mensurada a oxidag¢do do guaiacol na presenca de
perdoxido de hidrogénio. A leitura espectrofotométrica € realizada com comprimento de
onda de 470 nm e os resultados sdo expressos em unidades de PO mg™! tecido min™,
admitindo-se que uma unidade de PO equivale ao incremento de absorbancia de 0,001
min”'. A atividade de polifenoloxidase foi realizada de acordo com o método de
Duangmal & Apenten (1999), em ensaio espectrofotométrico, onde acompanhou-se o
aumento da absorbancia a 420 nm, resultante da oxidacao do catecol para quinona. Cada
unidade de polifenoloxidase corresponde a variacao de 0,001 no valor da absorbancia a
420 nm por minuto de reacdo por pg de proteina total. A atividade de fenilalanina amonia-
liase foi determinada através do método descrito por Halfeld-Vieira (2002) no qual a

atividade enzimatica € quantificada em espectrofotometria a 290 nm apds a conversao de

L-fenilalanina para 4cido trans-cindmico, monitorados em intervalos de 0,5 min e 3,5 min
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apos o inicio da reagdo a 37 °C. Os resultados foram expressos em nmoles de acido trans-

cindmico g! tecido min’.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas plantas de feijoeiro comum tratadas com diferentes isolados e espécies de
Trichoderma, foi possivel detectar diferentes concentracdes de proteinas totais (Figura
1). Tanto o isolado quanto o tempo possuem efeitos significativos na concentragcdo de
proteinas totais (p < 0,05). A concentragdo de proteinas aumentou em relagao ao tempo
em que as amostras foram analisadas em 86 % dos tratamentos. Apenas o isolado ICB02
e a testemunha ndo aumentaram significativamente (p < 0,05) a concentragao de proteinas

totais no intervalo de 16 e 32 dias apds a inoculagdo.

O tratamento de plantas com diferentes agentes bidticos podem induzir a
resisténcia ao ataque de patégenos tanto no local como sistematicamente em outras partes
da planta (Walters & Fountaine, 2009). Segundo Walters et al. (2013) estes agentes sao
classificados como ativadores biolégicos. Os fungos utilizados no controle biolégico,
como as espécies de Trichoderma tem sido relatados como eliciadores de resisténcia em
plantas, tornando as raizes colonizadas preparadas para uma resposta de defesa intensa ao
ataque dos patdgenos (Tucci et al., 2011; Reglinski et al., 2012). Apds a colonizagdo das
raizes, por isolados de Trichoderma rizocompetentes, as plantas controlam a colonizac¢ao
do fungo formando um calo, aumentando a atividade de quitinases e peroxidases e
acumulando compostos fendlicos, em muitos casos associados com a expressao da

fenilalanina amonia-liase, hidroxiperoxido liase e glucanase (Tucci et al., 2012). Os
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isolados testados neste experimento demonstraram capacidade de aumentar a atividade

de algumas destas enzimas em plantas submetidas aos diferentes tratamentos.

A concentracdo de proteinas totais variou entre 3,42 e 29,67 pg g’ na avaliagio
realizada 16 dias apds a inoculacdo (Figura 1). Todos os tratamentos diferiram
significativamente dos resultados obtidos para a testemunha (p < 0,05), sendo a maior

concentra¢do encontrada para o tratamento com o isolado ICBO05.

Ap6s 32 dias da inoculagdo, a concentragdo de proteinas totais variou entre 3,76
e 46,12 pug g’ (Figura 1). Assim como na avaliagio realizada 16 DAI, todos os tratamentos
diferiram significativamente da testemunha (p < 0,05) e a maior concentracdo foi

encontrada para o tratamento ICBOS.

A atividade enzimdtica de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-
liase variou de acordo com o tempo em que a avaliacdo foi realizada e o isolado testado,
demonstrando que ambas as varidveis possuem efeito sobre a atividade enzimética em

feijoeiro (p < 0,05).

No experimento realizado, atividade de peroxidase aumentou em relacdo a
atividade enzimdtica da testemunha apds os tratamentos realizados com os diferentes
isolados de Trichoderma spp. (Figura 2). Todos os tratamentos apresentaram diferenca
significativa entre as andlises realizadas aos 16 e 32 dias apds a inoculagdo (p < 0,05),
apenas a atividade enzimatica detectada nas plantas da testemunha ndo apresentaram

diferenca entre as avalia¢Oes realizadas nos diferentes periodos.

Na avaliac@o realizada aos 16 dias apds a inoculagdo, foi possivel detectar a
atividade enzimdtica de peroxidase variando entre 1,03 e 6,97 (U mg' min') nos

tratamentos realizados, sendo que os valores detectados para os isolados ICB02, e ICB18
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ndo diferiram dos valores encontrados para a testemunha (Figura 2). As plantas tratadas
com o isolado ICBO5 produziram a maior atividade enzimadtica (p< 0,05), tanto na
avaliacdo realizada 16 dias apds a inoculagdo, quanto aos 32 dias apds a inoculagdo,
quando apresentou atividade de 12,63 U mg™! min™!, aproximadamente dez vezes maior

do que atividade enzimdtica das plantas da testemunha (1,21 U mg™! min™).

Quando avaliada a polifenoloxidase nas plantas tratadas com diferentes isolados
de Trichoderma spp. foi possivel observar a atividade enzimatica variando entre 0,28 e
2,96 (U mg! min!) na avaliacdo aos 16 dias ap6s a inoculagio e entre 0,38 e 10,95 (U
mg! min!) na avaliacdo realizada aos 32 dias ap6s a inoculaco (Figura 3). O tratamento
ICB18 ndo apresentou diferenga significativa em relacdo a testemunha na primeira
avaliacdo, aumentando a atividade enzimadtica na segunda avaliacdo, onde todos os
tratamentos foram significativamente diferentes da testemunha (p < 0,05). As maiores
atividades enzimaticas foram encontradas nas plantas tratadas com o isolado ICBOS5 em

ambos os tempos de avaliagao (p < 0,05).

Ja para a enzima fenilalanina amonia-liase, um niimero maior de tratamentos nao
aumentou significativamente (p < 0,05) a atividade enzimética nas plantas (Figura 4). Isto
ocorreu para os tratamentos com os isolados ICB02, ICB03, ICB06, ICB0S8, ICB13,
ICB17 e ICB18 na avaliagdo realizada 16 dias apds a inoculagdo e para os tratamentos

ICB02, ICB0O8 e ICB18 na avaliacdo em 32 dias ap6s a inoculagao.

Chowdappa et al. (2013) observaram aumento da atividade enzimdtica de
peroxidase, polifenoloxidase e superéxido desmutase em tomateiro tratado com

Trichoderma harzianum OTPB3 em concentracdo de 10,7+1,3 U g'! min’!, 2,440,2 U g!



105

min'e 1,6 0,2 U g! min!, 2,5; 6 e 4 vezes maior do que as concentracdes obtidas em

plantas que ndo receberam tratamento, respectivamente.

As plantas tratadas com OTPB3 reduziram os niveis de infec¢do de Aspergillus
solani e Phytophtora infestans em 77 e 80 % respectivamente. A inducdo de resisténcia
por Trichoderma em Pinus foi testada por Reglinski et al. (2012). Neste experimento, 0s
autores verificaram aumento da atividade das enzimas peroxidase e fenilalanina amonia-
liase ap6s a inoculacdo de Trichoderma atroviride R33 em Pinus radiata, reduzindo a

incidéncia de Diplodia pinea em 20%.

Além das enzimas avaliadas neste experimento, a imuniza¢do das plantas pode
estar relacionada com a atividade de outras enzimas. Yedidia et al. (1999) relatam a
indugdo de resposta de defesa em pepineiro por Trichoderma harzianum, através do
aumento na atividade de peroxidase e quitinase. Alizadeh et al. (2013) relacionam a
indugdo de resisténcia em pepineiro e Arabidopsis thaliana pelo aumento na atividade
enzimatica de quitinase, glucanase e fenilalanina amonia-liase, provocado pela

combinagdo entre Trichoderma harzianum Tr6 e Pseudomonas sp. Ps14.

CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp. podem atuar como eliciadores de resisténcia em
feijoeiro, uma vez que provocaram o aumento na atividade das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amodnia-liase. As maiores atividades enzimaticas foram

encontradas em plantas tratadas com o isolado ICB0S.



106

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alizadeh H, Behboudi K, Ahmadzadeh M, Javan-Nikkhah M, Zamioudis C, Pieteese
CMJ, Bakker PAHM (2013) Induced systemic resistance in cucumber and Arabidopsis
thaliana by the combination of Trichoderma harzianum Tr6 and Pseudomonas sp. Ps14.
Biological control, 65:14-23.

Axelrod B, Cheesbrough TM, Laakso S (1981) Lipoxygenases from soybeans. In:
Lowenstein, J.M. (Ed.) Methods in enzymology. New York, USA. Academic Press.
pp.441-451.

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of
microrganisms quiantities of proteins utilizing the principle of protein-dye binding.
Analitical biochemistry, 72:248-254.

Carreras-Villasenor N, Sanchez-Arreguin JA, Herrera-Estrella AH (2012) Trichoderma:
sensing the environment for survival and dispersal. Microbiology, 158:3-16.

Chowdappa P, Mohan Kumar SP, Jyothi Lakshmi M, Upreti KK (2013) Growth
stimulation and induction of systemic resistance in tomato against early and late blight by
Bacillus subtilis OTPB1 e Trichoderma harzianum OTPB3. Biological Control, 65:109-
117.

Contreras-Cornejo HA, Macias-Rodriguez L, Beltran-Pefia E, Herrera-Estrella A, Lopez-
Bucio J (2011) Trichoderma induced plant imminity likely involves both hormonal and
camalexidependent mechanisms in Arabidopsis thaliana and confers resistance against
necrotrophic fungus Botrytis cinerea. Plant Signaling & Behavior, 6:1554-1563.

Duangmal K, Apenten RKO (1999) A comparative study of polyphenoloxidases from
taro (Colocasia esculenta) and potato (Solannum tuberosum var. Romano). Food
Chemistry, 64:351-359.



107

Halfeld-Vieira BA (2002) Bactérias residentes do filoplano de tomateiro como agentes
de controle biolégico de enfermidades da parte aérea da cultura. Tese de Doutorado,
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, Brasil.

Hammerschmidt R, Nuckles EM, Kuc J (1982) Association of enhanced peroxidase
activity with induced systemic resistance of cucumber to Colletotrichum lagenarium.
Physiological Plant Pathology, 20:73-81.

Harman GE, Herrera-Estrella AH, Horwitz BA, Lorito M (2012) Special issue:
Trichoderma — from basic biology to biotechnology. Microbiology, 158:1-2.

Hermosa R, Viterbo A, Chet I, Monte E (2012) Plant benefical effects of Trichoderma
and of its genes. Microbiology, 158:17-25.

Loon LC, Bakker PAHM, Pieterse CMJ (1998) Systemic resistance induced by
rhizosphere bacteria. Annual Review of Phytopathology, 36:453-483.

Mastouri F, Bjorkman T, Harman GR (2010) Seed treatment with Trichoderma
harzianum alleviates, biotic, abiotic and physiological stresses in germinating seeds and
seedlings. Biological Control, 100:1213-1221.

Mathys J, De Cremer K, Timmermans P, Van Kerckhove S, Lievens B, Vanhaecke M,
Cammue BPA, De Coninck B (2012) Genome-wide characterization os ISR induced in
Arabidopsis thaliana by Trichoderma hamatum T382 against Botrytis cinerea infection.
Frontiers in Plant Science, 3:1-25.

Nawrocka J, Malolepsza U (2013) Diversity in plant systemic resistance induced by
Trichoderma. Biological Control, 67:149-156.

Reglinski T, Rodenburg N, Taylor JT, Northcott GL, Chee AA, Spiers TM, Hill RA
(2012) Trichoderma atroviride promotes growth and enhances systemic resistance to
Diplodia pinea in radiata pine (Pinus radiata) seedlings. Forest Pathology, 42:75-78.

Ryder LS, Harris BD, Soanes DM, Kershaw MJ, Talbot NJ, Thornton CR (2012)
Saprotrophic competitiveness and biocontrol fitness of a genetically modified strain of



108

the plant-growth-promoting fungus Trichoderma hamatum GD12. Microbiology, 158:84-
97.

Salas-Marina MA, Silva-Flores MA, Uresti-Rivera EE, Castro-Longoria E, Herrera-
Estrella A, Casas-Flores S (2011) Colonization os Arabidopsis roots by Trichoderma
atroviride promotes growth and enhances systemic disease resistance throught jasmonic
acid/ethylene and salicilic acid pathways. European Journal of Plant Pathology, 131:15-
26.

Sarruge JR (1975) Solugdes nutritivas. Summa Phytopathologica, 1:231-234.

Shoresh M, Harman GE, Mastouri F (2010) Induced systemic resistance and plant
responses to fungal biocontrol agentes. Annual Review of Phytopathology, 48:21-43.

Tucci M, Ruocco M, De Mais L, De Palma M, Lorito M (2011) The beneficial effect of
Trichoderma spp. on tomato is modulated by plant genotype. Molecular Plant Pathology,
12:341-354.

Walters DR, Fountaine JM (2009) Practical application of induced resistance to plant
diseases: an appraisal of effectiveness under field conditions. Journal of Agricultural
Science, 147:523-535.

Yedidia I, Benhamou N, Chet I (1999) Induction of defense responses in cucumber plants
(Cucumis sativus L.) by the biocontrol agent Trichoderma harzianum. Applied and
Environmental Microbiology, 65:1061-1070.



50

45

40

35

30

25

20

Concentragdo de proteinas totais (g g ')

109

LISTA DE FIGURAS

DE

’
g W

GH

CD
DE

c
cd &

116 DAl m32 DAl

Figura 1. Concentracio de proteinas totais (ug g*) em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) sob diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp. avaliadas 16 e 32 dias

apos a inoculagao (DAI).

Tratamentos com * sobre as barras ndo apresentaram diferenca

significativa na concentracdo de proteinas totais em relacdo ao tempo de avaliacdo pelo teste

de Tukey 5%. Barras seguidas pela mesma letra minuUscula ndo apresentam diferencga
significativa na concentracdo de proteinas totais na avaliagdo realizada em 16 DAI pelo teste de
Tukey 5 %. Barras seguidas pela mesma letra maiuscula ndo apresentam diferenca significativa
na concentragao de proteinas totais na avaliagdo realizada em 32 DAI pelo teste de Tukey 5 %.
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Figura 2. Atividade de peroxidase (U mg?! min) em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) sob diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp. avaliadas 16 e 32 dias
apos a inoculagdo (DAI). Tratamentos com * sobre as barras ndo apresentaram diferenca
significativa na atividade de peroxidase em relagdo ao tempo de avaliagao pelo teste de Tukey
5%. Barras seguidas pela mesma letra minlscula ndo apresentam diferenga significativa na
atividade de peroxidases na avaliagdo realizada em 16 DAl pelo teste de Tukey 5 %. Barras
seguidas pela mesma letra mailscula ndo apresentam diferenca significativa na atividade de
peroxidases na avaliagdo realizada em 32 DAI pelo teste de Tukey 5 %.
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Figura 3. Atividade de polifenol oxidase (U mg?! min') em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) sob diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp. avaliadas 16 e 32 dias

apés a inoculagdo (DAI).

Tratamentos com * sobre as barras ndo apresentaram diferenca

significativa na atividade de polifenol oxidase em relagdo ao tempo de avaliagdo pelo teste de
Tukey 5%. Barras seguidas pela mesma letra minudscula ndo apresentam diferenga significativa
na atividade de polifenol oxidase na avaliacdo realizada em 16 DAI pelo teste de Tukey 5 %.
Barras seguidas pela mesma letra maiuscula ndo apresentam diferenca significativa na atividade
de polifenol oxidase na avaliagdo realizada em 32 DAI pelo teste de Tukey 5 %.
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Figura 4. Atividade de fenilalanina aménia-liase (U nmoles mg* min™) em plantas de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) sob diferentes tratamentos com isolados de Trichoderma spp.
avaliadas 16 e 32 dias apds a inoculacdo (DAI). Tratamentos com * sobre as barras ndo
apresentaram diferenca significativa na atividade de fenilalanina amoénia-liase em relagdo ao
tempo de avaliagdo pelo teste de Tukey 5%. Barras seguidas pela mesma letra minuscula ndo
apresentam diferenga significativa na atividade de fenilalanina amonia-liase na avaliagdo
realizada em 16 DAI pelo teste de Tukey 5 %. Barras seguidas pela mesma letra maiuscula ndo
apresentam diferenca significativa na atividade de fenilalanina amonia-liase na avaliacdo
realizada em 32 DAI pelo teste de Tukey 5 %.



5. DISCUSSAO

A aplicacao de Trichoderma na agricultura vem sendo amplamente
explorada, desde os primeiros relatos cientificos do parasitismo de Trichoderma
lignorum a Rhizoctonia solani por Weidling (1931) aos produtos biol6gicos
comercializados em todo mundo. No Brasil, o uso destes bioprodutos na
agricultura vem ganhando destaque, tendo atualmente cinco produtos
registrados como fungicidas microbiol6gicos (AGROFIT, 2014) e um inoculante
(GUIMARAES & MATSUMURA, 2013).

Trichoderma é um fungo cosmopolita, que é capaz de crescer em
condigdes ambientais variadas e diversos substratos. Esta caracteristica confere
ao género a possibilidade de ser utilizado em muitas situagdes de interesse
biotecnoldgico (ESPOSITO & SILVA, 1998). Entretanto, para que o uso
comercial destes produtos biolégicos se faca possivel é necessario que se
realizem pesquisas prévias que caracterizem os isolados de interesse de acordo
com seu perfil enzimatico e metabdlico, além da necessidade de se conhecer

seu comportamento em diferentes condicdes ambientais e o efeito do sinergismo
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entre 0s mecanismos de acao ativos e demais microrganismos presentes no
ambiente de aplicacdo (HERMOSA et al., 2000).

Quanto aos mecanismos envolvidos no processo de antagonismo
entre Trichoderma e fitopatdgenos sabe-se que muitos isolados podem produzir
metabdlitos volateis e nao volateis toxicos (relacionados com a antibiose) e
enzimas hidroliticas, ou degradadoras da parede celular (envolvidas no
micoparasitismo). A combinagao entre as enzimas hidroliticas e os antibi6ticos
resulta em um alto nivel de antagonismo, maior do que o obtido por cada
mecanismo sozinho (HOWELL, 1998; MONTE, 2001).

Segundo Howell (2003), os antibidticos, que podem se difundir no
meio, juntamente com os metabdlitos volateis atuam no principio do
antagonismo, evitando a disseminacao do patégeno (Figura 5B). Ainda segundo
este autor, caso a aproximacao do patégeno aconteca, as enzimas hidroliticas
podem atuar, degradando a parede celular, provocando aumento na
sensibilidade aos demais compostos téxicos, extravasamento do conteldo

celular e posterior morte do patdégeno (Figura 5A).
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Figura 5. Antagonismo de Trichoderma asperellum contra Fusarium oxysporum
f.sp. phaseoli. (A) Isolado ICB12 sobrepondo a colénia de FOPEM (B) Isolado
ICB14 inibindo o crescimento de FOPEM sem que haja contato direto entre os

dois isolados.

Howell (2003) descreve a acao sinérgica entre a endoquitinase
produzida por Trichoderma harzianum e gliotoxina e entre enzimas hidroliticas e
peptaboils inibindo a germinagdo de conidios de Botrytis cinerea. O mesmo
autor conclui que o sinergismo que ocorre entre 0s mecanismos de agao é
dependente da agao anti-fiungica da enzima. Assim, o sinergismo é baixo quando
a enzima é adicionada depois do antibiético, indicando que a degradacao da
parede celular é necessaria para o estabelecimento da interacao.

Muitos trabalhos relatam a eficiéncia de Trichoderma spp. na
promocao de crescimento de diferentes culturas (SRIVASTAVA et al. 2006; BAE
et al. 2009; SALAS-MARINA et al., 2011; VERMA et al. 2014). Um possivel

mecanismo para o aumento no crescimento das plantas € que Trichoderma spp.
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aumenta a eficiéncia da transferéncia de nutrientes dos compostos para a raiz
de forma anéaloga ao que ocorre com as micorrizas (OUSLEY et al., 1994). Esta
otimizacao na captacgéao e utilizacao dos nutrientes é dependente da capacidade
deste fungo alterar as condicdes ambientais da rizosfera reduzindo o pH do meio,
e/ou liberando é&cidos organicos, sideroforos e enzimas, que aumentam a
solubilidade de compostos inorganicos pelas raizes das plantas (VASSILEV et
al., 2006).

Os isolados de Trichoderma spp. selecionados demonstraram
capacidade variada de induzir a sintese de proteinas relacionadas a patogénese
em feijoeiro. Plantas cultivadas com a inoculacédo de Trichoderma spp. podem
desenvolver modificacbes fisicas e bioquimicas caracteristicas do
desenvolvimento de resisténcia (NOWROCKA & MALOLEPSZA, 2013). Entre as
respostas bioquimicas da planta estdo a acumulacdo de espécies oxigénio
reativas bem como o aumento na sintese de moléculas sinalizadoras e
metabdlitos secundarios como as fitoalexinas e proteinas relacionadas a
patogénese. Esses compostos sdo considerados marcadores das respostas de
defesa nas plantas quando se conduz experimentos com sistemas Trichoderma-
planta-patogeno (SALAS-MARINA et al., 2011; CONTRERAS-CORNEJO et al.,

2011; HARMAN et al., 2012).
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Figura 6. Plantas de feijoeiro comum tratadas com a inoculagédo de diferentes
isolados de Trichoderma spp. Em todas as fotos, a ordem da esquerda para a
direita corresponde ao tratamento C1 (sem nenhum tratamento), C2 (testemunha
nitrogenada), C3 (mix de isolados de Trichoderma spp.), C4 (mix de isolados de
Trichoderma spp. e o inoculante) e a planta mais a direita corresponde ao
tratamento. (A) ICB02; (B) ICB03; (C) ICB05; (D) ICBO06; (E) ICB07; (F) ICBO08;
(G) ICB11; (H) ICB13; (l) ICB14; (J) ICB16; (L) ICB17; (M) ICB18; (N) ICB25.



6. CONCLUSOES

1. Os diferentes isolados de Trichoderma spp. apresentam diferentes
mecanismos que podem atuar de forma sinérgica no controle biolégico de
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e Sclerotinia sclerotiorum in vitro.
Todos os isolados produziram metabdlitos volateis e enzimas hidroliticas
relacionados com o antagonismo e micoparasitismo contra o0s
fitopatdégenos testados.

2. Todos os isolados de Trichoderma spp. sdo capazes de produzir
sider6foros e atuam na solubilizacdo de fosfatos in vitro, tanto pela
modificacao do pH do meio quanto pela producéo de enzimas fosfatases.

3. Os isolados de Trichoderma spp. aumentaram a porcentagem de
germinacado e o vigor das sementes de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) tratadas e o efeito na promoc¢ao de crescimento precisa ser
melhor estudada.

4. Os isolados de Trichoderma spp. aumentaram a atividade enzimatica de

peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase em feijoeiro
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comum. As maiores atividades enzimaticas foram obtidas quando as

plantas foram tratadas com o isolado de Trichoderma harzianum ICB05.
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