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ASPECTOS DA INTERACAO ARROZFrichoderma spp. EM SOLOS ALAGADOS
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RESUMO

Espécies delrichoderma sdo bastante estudadas atualmente para o controle
biolégico de fitopatdgenos habitantes do solo @ pgiromocao de crescimento de plantas.
Entretanto, cada vez mais se busca conhecer o ctanmmmto deste antagonista em
diferentes ambientes e 0s possiveis mecanismodvao® na sua interacdo com as
plantas e os fitopatdogenos. O objetivo deste trab#&bi avaliar o comportamento de
isolados dérichoderma spp. em ambiente alagado, cultivado com diferetutisvares de
arroz e 0s possiveis mecanismos que podem estalvielng nesta interacdo. Em todo o
trabalho foram utilizados seis isolados Techoderma spp. e sete cultivares de arroz.
Foram analisadas a sobrevivéncia em solo sob igédndamergéncia, massa seca e altura
de plantas de diferentes cultivares de arroz, amproducdo de protease, AlA e
sideroforos. Verificou-se que os isoladosTdechoderma spp. testados sobreviveram em
solo sob inundagéo e ainda aumentaram a sua pépulestas condi¢des. Os isolados
THAR e TSP2 proporcionaram efeito negativo na edm@g das plantas das cultivares
416 e 418. Quanto a altura somente o isolado T8P&uperior a testemunha na cultivar
421. Entretanto, houve diferenca significativa emts isolados nas cultivares 418 e 420.
Na varidvel peso seco houve diferenca entre osdes| mas nenhum foi superior a
testemunha na cultivar 416. Na comparacédo davards quando tratadas com o mesmo
isolado, observou-se que na emergéncia de plambase diferenca na testemunha e no
isolado TSP2. Para altura de plantas houve difardag cultivares dentro dos tratamentos
e também na testemunha. Para peso seco somente diterenca na testemunha. Todos
os isolados produziram sideréforos, com a mesnegsidade de cor. Quanto a producao
de AIA, trés dos cinco isolados testados produzieste composto, com destaque para o
isolado TARV. Todos os isolados testados produzipanteases, porém houve diferenca
entre isolados no didametro da colénia. Conclui-se Trichoderma spp. é capaz de
sobreviver em solo sob inundacdo e também apresemtaomportamento diferenciado
com cultivares de arroz. Além disto, os isoladesai#os produzem compostos que podem
estar envolvidos nos mecanismos de controle dedfif@enos e promocéo de crescimento
de plantas de arroz.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade denigni, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (60 p.) Dezembro, 2008.
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ABSTRACT

Trichoderma spp. are extensively studied for the biologicahtonl of soil borne
plant pathogens and to promote growth of plantsvél@r, it is necessary to keep studying
the behavior of the antagonist in different envimemts and the possible mechanisms
involved in its interaction with plants and plaratipogens. The purpose of this study was
to evaluate the survival ability of isolatesToichoderma spp. in an flooded environment
with different rice varieties and the possible matbms that acting in this interaction. Six
Trichoderma spp. isolates and seven rice cultivars were usethis experiments. The
survival in paddy soil, plant emergency, dry weight height of different rice cultivars of
rice in addition to the production of protease, BAd siderophores by the strains were
evaluated. We observed that the isolatesrathoderma spp. tested survived in paddy soil
and also increased the population in these conditibhe isolates THAR and TSP2 caused
negative effect on the emergence of the plantsultiivars 416 and 418. As for the height
alone the isolate TSP2 was higher than controluiivar 421. However, there was a
significant difference between the isolates in thétivars 418 and 420. In variable dry
weight there was difference only between isolabes,none was higher than the control in
cultivar 416. In the comparison of cultivars wheeated with the same isolate, it was
observed that in emergence of plants there wasferehce in the control and in isolate
TSP2. For height of plants there was a differenfceuttivars within the treatments and
also incontrol. For dry weight only difference was alonecontrol. All isolates produced
siderophores, with the same intensity of color.fésthe production of IlA, three of the
five isolates tested produced this compound, witlemphasis on the isolate TARV. All
isolates produced proteases, but there was differbatween isolates in colony diameter.
So it appears thakrichoderma spp. is able to survive in paddy soil and alscs@nés a
different behavior with cultivars of rice. In addn, it isolates the producing compounds
that may be involved in the mechanisms of contfgdlant pathogens and promote growth
of rice plants.

2 Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agrormrbiniversidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (60 p.) December, 2008.

Vi



SUMARIO

Pagina

1 INTRODUGAD. ..ottt eaneaeae s, 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ocuiiiuiuiteeesimemesieee s senens 4
2.1 A CURUIA 0O AITOZ....ccoeeiiiiiiiiimmmmmm ettt e e e e e e e e e ee e e e eeeeenenees 4
V228 I g o 10T (= 0 0°= W= o o J R 8
2.2.1 ENZIMAS [IHICAS.....ceiee ettt 11
2.2.2 MetabOlitoS DIOALIVOS. .........cummeerriiiiiiiiiiiiiieee e 15
2.2.3 PromogG&0 de CreSCIMENTO. .....couemeeeeriiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeaa e aeneneee e 17
2.2.4 ComPpPetiCA0 POF NULMHENTES. ....cceeeeeiiei e e e e 20
2.2.5 Disponibilizag8o d€ NUIMENTES e vvveeeieeieiiieeeee e 22
2.2.6 Fatores ambientais que afetam a@eddchoderma spp. ...cccooveeeeeeeeeennee. 23
3 MATERIAL E METODOS ... .ottt ettt saeennens 25
3.1 Isolados dérichoderma spp. e cultivares de arroz...............veeeeeeevvvnnnnnnnnnn 25
3.2 Identificac&o dos isolados Techoderma SPP. ...covvvveeeerierriiiiieee e e 25
3.3 Sobrevivéncia derichoderma spp. em solo alagado com lamina de agua......26

3.4 Comportamento de cultivares de arroz iremag com isolados de

LR 100 (= 2= TR o o SRR 28
3.5 Producéo de &cido indol acético por isaatilrichoderma spp. .........coeenne 29
3.6 Producéo de protease por isoladoBro#noderma SPP. «..eeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeiennennnnns 30
3.7 Producéo de sideroforos por isolado$raghoderma spp. .ooooeeeeeeeeeeieeeiiiiiiins 30
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ........cueoteeeeee ettt ane s 32
4.1 Identificagdo dos isolados Trechoderma SPP. ....oovvevevevvirimiiiiiieeee e 32
4.2 Sobrevivéncia de isoladosTéchoderma spp. em solo alagado ..................... 32
4.3 Interacadrichoderma spp. e plantas de arroz.............ooovvviceeeecmeiiiiinneennn. 35

4.4 Producdo de AIA, sideréforos e atividadetgdisica por isolados de
Trichoderma spp. como possiveis mecanismos envolvidos na pgy@onde

(o] (=TYo 1 1= ] (T 42
5 CONCLUSOES..... oottt ettt ee e 50
6 CONSIDERACOES FINAIS.......ooiiieeee ettt ate e 51
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o et eee et et eee e eeee e 52

Vil



RELACAO DE TABELAS

Pagina
Espécies deTrichoderma dos respectivos isolados utilizados nos
experimentos. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007 oo, 32

Populacao d&richoderma spp. em solo sob irrigacao por inundagao, com
lamina de agua, comparando todos os tratamentiagltss Porto Alegre,
RS, UFRGS. 2007 .. . utiiiiiiiiiiiiiiieeeee e s e atseeeeeeeeeeeeaaaaeaaaaasssssssannnnes 33

Populacao d&richoderma spp. em solo sob irrigacdo por inundagao, com
lamina de agua, comparando a meédia dos tratamepi@scontinham
plantas de arroz com aqueles que nao continhanto Pdegre, RS,
UFRGS. 2007 ... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e s e s areeeeeeeeaeeeeneens 33

Emergéncia de plantas de arroz, cultivares IRG%, 410, 416, 417, 418,
420 e 421, inoculadas com trés bioformulados a tie3eichoderma spp.
Porto Alegre, RS, UFRGS. 2006...............ceeeeeerriiiiiiiiiiineeeeeeeeeeeeeeeeennnnns 36

Altura de plantas de arroz, cultivares IRGA 408), 416, 417, 418, 420 e
421, inoculadas com trés bioformulados a bas&rhoderma spp. Porto
Alegre, RS, UFRGS. 20086...............cooo it commmmmreeeeeeeeeeeeee e e e e e e e s sesesnnnnnenes 39

Massa seca da parte aérea de plantas de antipzares IRGA 409, 410,
416, 417, 418, 420 e 421, inoculadas com trés bioftados a base de
Trichoderma sp. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2006..........cccceeeeeeeeeeneeen. 40

Producédo de acido indol acético (AlA) por isalsdieTrichoderma spp.
Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007..........ooiiiaeeeeceiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeees 43

Producdo de sideroforos por isoladosTdehoderma spp. Porto Alegre,
RS, UFRGS. 2007 ... . uiiiiiiiiiiiieeeeeee e s st eeeeeaeaaaaaaaaaaeaaasasaannnns 44

Atividade proteasica de isolados Techoderma spp. Porto Alegre, RS,
UFRGS. 2007 ...ttt e e e e e e aa e e e e e s e s s s s ssssnaerssssseeeeeeeeeeeesennnans 48

viii



RELACAO DE FIGURAS

Pagina
Vista geral do experimento em casa de vegetacastyamolo a disposicao dos
tratamentos com e sem plantas de arroz. Porto &leBS, UFRGS.
2007 et aa e e fereeeeaea—— e e e 26

Visualizacdo da lamina de agua mantida sobreolo slas unidades
experimentais 15 dias ap0s a emergéncia das plamiasvasos com e sem
plantas de arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007.........ccovvvvvvvivviiiiiineeeennn. 27

Unidade experimental com indicacdo onde foiizadh a aplicacdo de
Trichoderma spp. e onde foram realizadas as coletas de sotto Rlegre,
RS, UFRGS. 2007......cuiiiiieeiiiiiieeeee et eestteeaeaeassnnssaeeeeaeeasnnneeessnanses 27

Bandejas plasticas contendo copos com mesmaortiofado aplicado via
semente em arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS. 20086...........cccccceiiiiieeeeeennnnn. 29

Placas de Petri com colénias deichoderma spp. mostrando o nivel
populacional nas amostras de solo coletadas nbdmaxperimento. Placas
destacadas pelo retangulo vermelho referem-set@srtenhas. Demais placas
referem-se aos tratamentos com isoladosTriehoderma spp. com e sem
plantas de arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007........ccoovviiiiiiiriiiiinnnnenn. 34

Crescimento ddrichoderma sp. sobre sementes de arroz, (A) semente de
arroz que nao germinou e (B) semente de arroz gadai Setas vermelhas
indicam o crescimento d&richoderma sp. e seta verde indica cauliculo da
planta de arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2006..............ccceevvvvvvviieriiinnnnns 38

Producdo de siderdforos por isolado Techoderma spp., frascos com
coloracdo azul significa resultado negativo (test@na) e de coloracao
amarelo-avermelhada (isolado THAR). Porto AlegreS, RUFRGS.



1 INTRODUCAO

O arroz Qryza sativa L.) é afetado por diversas doencas causadas pgosy
bactérias, nematodides ou de origem fisiol6gicaasmecentemente por virus. As doencas
fungicas tém mostrado maior importancia, com destagara a brusone causada por
Magnaporthe grisea. Nos ultimos anos outras doencas fungicas temirdigumportancia
como a queima e a mancha das bainhas causadastikespente poRhizoctonia solani e
Rhizoctonia oryzae, a mancha das glumas causada por varios fungomanaeha parda
causada po€ochliobolus miyabeanus. Além dessas, a virose conhecida como enrolamento
do arroz aumenta cada vez mais sua importanciatadedo Rio Grande do Sul.

O controle bioldgico muitas vezes é tratado comoteracdo do patdégeno com o
antagonista. No entanto, € essencial consideramesta interacdo o hospedeiro, as
condicbes ambientais e a amplitude de outros ngaresmos que interagem, inclusive
microrganismos nao-patégenos.

Para o controle de algumas dessas doencas, comgmagdas bainhas, a mancha
das bainhas e o enrolamento do arroz, tém siddabuo uso dé&richoderma spp. que é
um fungo de ocorréncia natural na maioria dos sofehdo esse 0 seu ambiente
preferencial de crescimento e desenvolvimento, saeacteristicas de antagonismo séo
melhor expressadas nesse ambiente.

Os mecanismos de acgéo utilizados poichoderma spp. para o biocontrole de
fitopatdgenos baseiam-se na competéncia rizosf@imés da competicdo por nutrientes

e espaco, na antibiose através da producdo deidsiotls, no parasitismo ou
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hiperparasitismo através da producao de enzineaslida parede celular, como quitinases,
glucanases, celulases e proteases e na inducasisi&mcia. Adicionalmente a exploracao
de caracteristicas de biocontrole de doencas @e,aar introducdo de microrganismos
especificos no ambiente pode proporcionar efeiémeficos nas plantas. InGmeros relatos
tém demonstrado esta estimulacao no crescimergsandolvimento das plantas.

Espécies ddrichoderma sdo conhecidas por suas habilidades em contraigo$u
fitopatogénicos. Entretanto, este antagonista tpresantado ainda uma habilidade de
promover o crescimento de plantas através da disippacdo de nutrientes, producgéo de
fatores de crescimento, aumento da capacidade tengdlo de nutrientes no solo,
competicdo por nutrientes, inducdo de resisténc@mpeténcia rizosférica, que esta
relacionada com a habilidade do microrganismo &sbekecer na rizosfera das plantas e
estar sujeito as influéncias do ambiente e comfeidtom outros microrganismos. Porém,
muitos destes mecanismos ainda nao estao bemeesdtar pardrichoderma spp. e quais
deles atuam em determinadas interacdes fungo-planta

Apesar de muitos trabalhos ja terem sido realizadosTrichoderma spp., pouco
se conhece da interacdo deste microrganismo cartaplde arroz e possivelmente nada se
conhece da interagdo deste fungo com diferentdvanals desta espécie. Entdo, neste
trabalho buscou-se entendemnteracdo dd@richoderma sp. e plantas de arroz, e possiveis
mecanismos que podem estar envolvidos nesta iaterac

Para tanto, nesta pesquisa foram formuladas amsegjhipoteses para as espécies
de Trichoderma sp.: (a) sdo capazes de sobreviver em ambientealsglamento; (b)
apresentam interacdes diferenciadas com plantasrde e (c) apresentam mecanismos
que podem estar envolvidos na interagdo com planpasdogenos.

Em vista disso, para testar as hipdteses formuladamsa, foram definidos os
seguintes obijetivos: (a) identificar as espécies idolados ddrichoderma; (b) inocular

Trichoderma sp. em solo sob alagamento, mantendo lamina decagséante; (c) testar os
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diferentes isolados dErichoderma sp. em combinacdo com diferentes cultivares dezarr

(d) verificar a producdo de sideréforos, proteasexcido indol acético pelos diferentes

isolados ddrichoderma sp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do arroz

O arroz Qryza sativa L.) é uma graminea anual originaria da Asia. Atwealta é
cultivada em todos os continentes do mundo, coragéxcda Antartida, desde 53 °N até 40
°S a partir da linha do Equador. Em regides trapieasemeadura é realizada até 2.400 m
acima do nivel do mar. Devido as condicbes deac¢dg, requeridas pela maioria das
lavouras, estas tendem a concentrar-se em regidtsrds baixas ou varzeas, proximas a
fontes hidricas, como por exemplo, rios e lagoss{Gr965; Chandler, 1984).

No mundo, o arroz destaca-se como sendo de gramgertncia, pois é
considerado um dos cereais mais consumidos peldggdp. Aproximadamente metade da
populacdo mundial tem o0 arroz como alimento basiendo mais relevante em paises em
desenvolvimento e nos paises asiaticos. O consunmdied de arroz foi em torno de 340
milh6es de toneladas no ano de 2001, representerda de 56 Kger capta.anc’. No
Brasil, a producao concentra-se nos estados daoregi, principalmente Rio Grande do
Sul (RS) e Santa Catarina (SC), pois, nessa rggathuziu-se de 8,5 milhdes de toneladas
enquanto a producao brasileira foi de 12,1 milldesoneladas, no ano de 2007. O RS é
considerado o maior produtor de todos os estadasn wma producdo de,
aproximadamente, 7,3 milhdes de toneladas de amozaima area de 1,06 milhdo de
hectares e um rendimento médio de 7.361 Kf.ha ano de 2007 (FAO, 2003; Conab,

2008).
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O arroz é cultivado, no sul do Brasil (RS e SCladds de seis tipos basicos de

sistemas, que se diferenciam quanto a forma deqrejo solo, de semeadura e manejo da
adgua. Devido a essas diferencas, sdo denominadogermonal, plantio direto, pré-
germinado, mix (variagdo do sistema pré-germinatt@nsplante de mudas e cultivo
minimo. No RS, 42% da area séo cultivados commssteonvencional, 38% com cultivo
minimo, 12% com pré-germinado e mix e, 8% com [paditeto. A época de semeadura
mais adequada € de inicio de agosto até iniciamrp, variando conforme a regido dos
estados de SC e RS. As condi¢des climéaticas maiguadas para o desenvolvimento da
cultura sdo temperaturas variando de 24 °C a 3@ °lta radiacdo solar, além da
disponibilidade hidrica proporcionada pela irriga¢@RGA, 2005).

No Brasil, o arroz é afetado por diversas doengasatdas por fungos e nematoides
ou de origem fisiol6gica (Ribeiro & Sperandio, 1998 mais recentemente por virus
(Maciel et al., 2002). As doencas fungicas tém mostrado maippiténcia, com destaque
para a brusone causada pdagnaporthe grisea (T.T.Hebert) Yaegashi & Udagawa. Nos
ultimos anos outras doencas fungicas tem adquimgortancia como a queima e a mancha
das bainhas causadas respectivamentdrii@octonia solani Kuhn e Rhizoctonia oryzae
Ryker & Gooch, a mancha das glumas causada parsviamgos e a mancha parda causada
por Cochliobolus miyabeanus Ito & Kuribayashi Bipolaris oryzae Breda de Haan)
(Bedendo & Prabhu, 2005; Ribeiro & Sperandio, 19B&A, 2005). Além dessas, a virose
conhecida como enrolamento do arroz aumenta cadanaes sua importancia no estado
(Maciel et al., 2002; Maciekt al., 2005).

O agente causal da doenca queima das bainhas om éaro fungoRhizoctonia
solani Kuhn, um habitante do solo de grande important@pdtogénica (Cubeta &
Vilgalys, 1997). A fase sexual, ou teleomérfica héanatephorus cucumeris (Frank) Donk

(Snehet al., 1991).
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A queima das bainhas esté entre as doencas maistamies da cultura do arroz e
em condic¢des favoraveis com o uso de cultivares suscetiveis e locais onde o patégeno
estd bem distribuido, os danos podem variar de 3B6% (Webster & Gunnell, 1992;
Rodriguezet al., 1999). A sucessao com soja também favorece endelvimento desta
doenca (Ribeiro & Sperandio, 1998).

Os sintomas, em forma de manchas nas plantasymgenta aparecem nos estadios
de perfilhamento e florescimento, periodo de maoscetibilidade da cultura, até a
maturacdo dos grédos (Miseh al., 1994; Ribeiro & Sperandio, 1998; Fedearroz, 2000),
dificilmente ocorrendo em plantas jovens. Iniciahtee os sintomas sdo observados em
colmos e bainhas, proximo ao nivel da lamina deaa&ob condicbes mais favoraveis,
como baixa luminosidade, temperaturas em torno€ & alta umidade relativa do ar
(perto de 95%), h& uma rapida expanséo do fungdiéo as partes superiores da planta,
podendo afetar as laminas foliares, o caule e ascylas, além de plantas vizinhas
(Webster & Gunnell, 1992; Rodriguetzal., 1999).

A doenca pode causar seca parcial ou total dasadpllalém de provocar
acamamento das plantas (Bedendo & Prabhu, 200%nduo ataque da doenca € mais
severo, atingindo a folha bandeira, pode haver@euachimento dos graos, principalmente
os da fracdo inferior da panicula (Webster & Gunri€92; Misraet al., 1994), fazendo
com que haja uma diminuicdo do peso dos graos aumento da quantidade de graos
estéreis (Fedearroz, 2000). Em torno de seis diés a aparecimento dos primeiros
sintomas ocorre a formagdo de esclerédios na scigedu proximo ao tecido infectado e
estes sao facilmente destacados do tecido apdsatusacédo (Webster & Gunnell, 1992).

A doenga causada pelo fungghizoctonia oryzae (Ryker & Gooch, 1938) (fase
teleomérfica =Waitea circinata Warcup & Talbot) apresenta uma importancia menor
guando comparada com a queima das bainhas (W&b&eannell, 1992). No Brasil, em

especial no Rio Grande do Sul, essa doenca tomonass importante com a introdugao
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das cultivares americanas, que atualmente sdo wmda®tiveis (Ribeiro & Sperandio,
1998).

Os sintomas, semelhantes aos da queima das bammasorma de lesdes ou
manchas, aparecem na parte mediana das bainhas)getie na altura da agua de irrigacdo
(Ryker & Gooch, 1938).

O enrolamento do arroz, causado Rare stripe necrosis virus (RSNV), € também
conhecido comentorchamiento, e foi primeiramente descrito na Costa do Marfiirica,
na metade dos anos 70 (Louvel & Bidaux, 1977).dfaito, o primeiro relato na América
do Sul é do ano de 1969 (Restrepo, 1969), na Caéhmbando foram verificadas plantas
com sintomas semelhantes aqueles descritos poreLauvBidaux (1977). Segundo
Moraleset al. (1995) até o ano de 1991, quando foram verificabosnesmos sintomas,
acrescido da ocorréncia de plantas com listrasétieas e cloréticas nas folhas, o
enrolamento do arroz ndo mostrou importancia ngiSes orizicolas da Colémbia. Ap6s o
ano de 1991, o patégeno disseminou-se nas priacigagides produtoras de arroz na
Colbmbia. Segundo os mesmos autores, duas viastempes de disseminagao do vetor e,
conseguentemente do patégeno, sédo o transportdale de agua contaminados, aderidos
em implementos agricolas e sementes, para ondeandcorréncia da doenca. No Brasil, a
primeira ocorréncia dessa doenca foi verificadaafea 2001/02, na Depressdo Central do
Rio Grande do Sul, no municipio de Dona Francistaciel et al., 2002).

Segundo Pardo & Mufioz (1994), as perdas causadasepmlamento do arroz
podem chegar até 20% da producdo. No Brasil, Matial. (2005) verificaram que as
perdas podem chegar a 30% de produtividade.

Os sintomas caracteristicos do enrolamento do &#&az a presenca de listras
cloréticas nas folhas, retorcimento de folhas @al@culas (em forma de zig-zag), plantas
com aspecto de roseta e plantulas mortas (Lougit&ux, 1977; Moralest al., 1999).

Para o controle deste patégeno e de seu vetostaégias buscadas tém sido a
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obtencéo de cultivares resistentes, adequacéodas de adubacéo de base e de cobertura,
uso de agentes de biocontrole e adequacdo da é@mocemeadura (Morales, 2001;
Almanca, 2005; Macieét al., 2005). O controle quimico ndo tem apresentaddteefs

satisfatorios de controle (Maciglal., 2005).

2.2 Trichoderma spp.

As espécies dérichoderma correspondem a fase anamorfica do gémhyaocrea
sp., que pertence ao filo Ascomycota (Agrios, 199@&hdo esse género o0 mais pesquisado
entre os fungos com potencial de antagonismo @diémenos. A classificacdo de
Trichoderma spp. é bastante discutida e com certas difergrapasalguns pesquisadores.
Entretanto, segundo Gams & Bissett (1998), sao riflescas seguintes espécies:
Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma hamatum (Bon.) Bain., Trichoderma viride
Pers., Trichoderma aureoviride Rifai, Trichoderma koningii Oudemans,Trichoderma
pseudokoningii Rifai, Trichoderma longibrachiatum Bissett, Trichoderma polysporum
(Link: Fr.) Rifai, Trichoderma atroviride P. Karsten, Trichoderma crassum Bissett
Trichoderma fasciculatum Bissett Trichoderma fertile Bissett Trichoder ma minutisporum
Bissett Trichoderma oblongisporum Bissett Trichoderma pubescens Bissett Trichoderma
spirale Bissett Trichoderma dstrictipile Bissett Trichoderma strigosum  Bissett
Trichoderma tomentosum Bissetf Trichoderma virens Bissett Trichoderma citrinoviride
Bissett Trichoderma reesei E.G. Simmongs Trichoderma ghanense Déi, Abe & J.
Sugiyamae Trichoderma saturnisporum Hammill. Dentre estas espécidsharzianum tem
sido a espécie mais estudada, entretanto, as espékoningii, T. viride, T. hamatumeT.
pseudokoningii também tém sido estudadas (Melo, 1998).

Por ser um fungo de ocorréncia natural na maioos $blos, sendo este o seu
ambiente preferencial de crescimento e desenvohonesuas caracteristicas de

antagonismo sado mais bem expressadas neste amfieot®derma spp. tém mostrado
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melhor eficiéncia de controle em fitopatdgenos déseroslerctinia, Rhizoctonia,
Sclerotium, Fusarium, Pythium, entre outros. Esta eficiéncia deve-se a capaeidadse
antagonista inviabilizar as estruturas de resis&édos patdgenos, como por exemplo,
esclerddios, microesclerddios, esporos e clamidéspgue em geral sdo dificeis de serem
degradados, assim como seu micélio (Melo, 1991o0Me196).

Os mecanismos de acéo utilizados poichoderma spp. para o biocontrole de
fitopatdgenos baseiam-se na competéncia rizosfaitavés da competicdo por nutrientes
e espaco, na antibiose através da producdo deiGhiobs, no parasitismo ou
hiperparasitismo através da producéo de enzimeaslitia parede celular, como quitinases,
glucanases, celulases e proteases e inducaoismem (Papavizas, 1985; Melo, 1991,
Yedidia et al., 2000; Howell, 2003). Além disso, esse antagonista habilidade de
promover o crescimento de plantas através de disippacdo de nutrientes, producdo de
fatores de crescimento, entre outros (Harman, 2000)

Em diversos trabalhos tem sido verificada a efaele isolados dérichoderma
spp., entretanto, ndo se tem esclarecida qual ais gquodos de acao estdo tendo maior
participacdo no antagonismo. D’Ambra & Mutto (198&rificaram que o fungdl.
harzianum foi capaz de parasitar e destruir os cistosorofagmyxa betae Keskin,
reduzindo com isto, a penetracdo do vetor nasgaieebeterraba e, consequentemente,
podendo haver uma menor incidéncia de doeBea fecrotic yellow vein virus). Almancga
(2005) verificou que isolados deichoderma spp. foram eficientes na reducao significativa
dos sintomas de enrolamento de arroz em casa @tagég, tanto pela acdo dos isolados
separadamente quanto pela combinagdo de trésasojadtos no mesmo bioformulado.
Em lavoura de arroz com irrigagcéo por inundacéo,foBobservada reducao dos sintomas
da doenca, utilizando os mesmos isolados nas dese 4 Kg.ha Entretanto, Rodriguez
et al. (1999), obtiveram reducéo significativa, de 297&3 da incidéncia de queima das

bainhasR. solani, utilizando doses de 5 e 10 Kg'hde T. harzianum.
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Brewer & Larkin (2005) verificaram reducdo signd#itva na incidéncia e na

severidade causada pBr solani em plantas de batata tratadas corcthoderma spp.,
quando comparadas as nado tratadas. Também, Lewisiisden (2001) obtiveram
resultados que mostraram a eficiéncia de um isothd®. hamatum no controle deR.
solani, porém na reducdo de tombamento em mudas de pepintentdo.

McLean et al. (2005) observaram que um isolado de atroviride foi
significativamente superior na reducdo do numeropletas de cebola atacadas por
Sclerotium cepivorum Berck., quando comparado a testemunha sem aplicMgEnendez
& Godeas (1998) observaram uma reducao signifieatie plantas de soja mortas por
lerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary quando tratadas com harzianum (BAFC 742)
tanto em casa de vegetacao quanto em nivel de campo

A densidade de in6culo do patégeno é um fator itapte no biocontrole,
entretanto, a eficiéncia de um isoladold&oningii no controle dé&. cepivorum em plantas
de cebola foi a mesma, independente da quantidadesderddios/grama de solo e da
guantidade do antagonista aplicada (Metetzdt., 2004).

Com toda a utilizacdo dErichoderma spp. em sistemas agricolas que sabidamente
utilizam defensivos agricolas, geralmente em grawgentidades, trabalhos tem mostrado
a possibilidade de utilizacdo desse antagonistanguente com esses produtos. Wahg.
(2005) perceberam que o fungicida fludioxonil néibiu o crescimento dérichoderma
sp. Verificou ainda, que a eficiéncia do antaganisi controle de podriddo das raizes de
Echinacea sp., causada pdfusarium sp, foi a mesma, tanto aplicada de forma isolada
como em conjunto com o fungicida, sendo essa meljue somente o fungicida.
Entretanto, esses pesquisadores observaram guextind+metalaxil+difenoconazole e
difeconazole apresentaram percentagem de inibie&téd100% conforme a dose testada.
Outros autores também tém verificado a inibicdocscimento delrichoderma spp.,

tanto por fungicidas quanto por herbicidas e iogkds (Muifioet al., 2001; Santost al.,
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2005; Velosat al., 2005).

Entretanto, em outros trabalhos j& se tem verificad se tem fortes indicios de
quais possiveis mecanismos de acdo estdo exerceaow importadncia na interagéo

planta-patdégend+ichoderma spp.

2.2.1 Enzimas liticas

As vérias espécies deichoderma tém a capacidade de producdo de uma grande
quantidade de enzimas, vérios autores citados @atol(1998) descrevem a producdo de
quitinases, B-N-acetilhexosaminidase, N-acdtilgalactosaminidasep-1,3-glucanase -
1,6-glucanaseq-amilase, celulase, lipase, mananase, xilanasaseyrdRNase, pectinase,
pectinaliase, lacase, peroxidase e proteases, sgmdno biocontrole as enzimas liticas de
parede celular dos microrganismos sédo de extrerpartdncia, pois conferem capacidade
de parasitismo de fitopatdgenos ao antagonistao#@96). Segundo Elagt al. (1982),
tem sido verificada a producdo de diferentes nigdeignzimas hidroliticas por isolados de
T. harzianum quando expostos a micélio de distintos patbgenaoto, por isso verifica-se
a habilidade de diferentes isoladosTdéarzianum no controle dos respectivos patégenos.
O nivel e diversidade de enzimas produzidas sa@was conforme o isolado de
Trichoderma e a fonte de carbono disponivel para atividadeedasnas (El-Katatnet al.,
2000).

As enzimas degradadoras de quitina, um homopolitemd-acetil-D-glucosamina
extremamente abundante na natureza, sdo conhed&lasaneira geral por enzimas
quitinoliticas ou quitinases. Em um mesmo organjsmnea grande quantidade de enzimas
pode ser encontrada, assim como diferentes nieiatididades dessas enzimas podem
ocorrer. Enzimas quitinoliticas tém sido encontsadaT. harzianum, T. aureoviride, T.
atroviride, T. koningii, T. longibrachiatum, T, viride, T. pseudokoningii, T. minutisporum,

T. hamatume T. reeseii, sendo que os maiores estudos sad dmarzianum (Lorito, 1998).
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O mecanismo de inducdo para producdo de enzimtsdiiticas porTrichoderma
spp. € em muitas situacdes bastante especuladoeripmente, ndo € somente um
mecanismo de indugdo que ocorre, e a atividadangliiica pode ser induzida por
estimulos especificos, como reconhecimento deirasit contato com o substrato,
formacao de quitooligbmeros ou uma interacdo eBpaeom outros microrganismos ou,
por estimulos ndo-especificos, como luz, esporalagsiresse por falta de nutrientes ou
antagonismo. Somado a isso, pouco ou nada se @sbbee 0os mecanismos de inducdo
emTrichoderma spp. em ambiente natural (Lorito, 1998).

Trichoderma spp. produz durante o parasitismo quitinasgd 8-glucanases, sendo
essas, enzimas-chave para esse processo. A alida@d dessas enzimas pode ser
correlacionada com o grau de eficiéncia do biootediorin vivo (El-Katatnyet al., 2001).
Lorito et al. (1993) verificou uma relacdo direta entre a a#idiel antifingica de enzimas
liticas de Trichoderma sp. e o controlen vitro de Botrytis cinerea Pers.. Entretanto,
Zimand et al. (1991) né&o verificaram correlacdo entre o nivel qigtinase ep-1,3-
glucanase produzido pdr harzianum e a eficiéncia no controle biolégico do patégenal. D
Soglio et al. (1998) observou que a presenca de maior ativid@dendloquitinase em
filtrado deT. harzanum, quando comparado a filtrados Besolani e de raizes de soja.
Quando as sementes de soja foram tratadasTcdwarzianum houve uma maior atividade
de endoquitinase na rizosfera dessas plantas.

Menendez & Godeas (1998) observaram que um isoted®. harzianum foi
eficiente no controle d&. sclerotiorum em plantas de soja em casa de vegetacdo e campo.
Em testein vitro esse mesmo isolado produziu quitinases, induziédas presenca de
quitina, micélio e esclerodios &esclerotiorum no meio de cultura.

Além da producéo direta de enzimas poichoderma spp., Yedidiaet al. (2000)
verificaram que raizes de plantas de pepino tratagan T. harzianum (T-203) foram

induzidas a uma producédo de 2,6 mais quitinasesg|pi&antas nao tratadas.
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As enzimas quitinoliticas dd@. harzianum podem apresentar ainda, interacdes
sinérgicas com proteinas relacionadas a patog§pestinas PR), com metabdlitos e
antibioticos deTrichoderma spp. e de outros microrganismos, com fungiciddmigos e
com outros microrganismos (Di Piewbal., 1993; Lorito, 1998).

Juntamente com as enzimas quitinoliticas outr@miatenzimatico importante € o
das glucanases. Essas enzimas estao envolvidagrsldcdo de glucanas, homopolimeros
de D-glicose ligados enm ou [ configuragbes, que constituem a parede celular e
polissacarideos extracelulares de diversos miongsgens. O arsenal de enzim@s
glucanoliticas de Trichoderma consiste de endo e exoglucanases que catalisam
sinergicamente a degradacad3dglucanas até oligbmeros (Benitzl., 1998).

As B-glucanases d&. harzianum foram investigadas, sendo observada a presenca
de umap-1,3-glucanase de 78 kDa, sendo especifica paagdkig-1,3 com acdo exo.
Foram verificadas ainda a presenca defiré-glucanases, tendo duas delas 51 e 43 kDa,
especificas para ligacd@sl,6 com acdo endo (De La Craizal., 1995). Diversas outras
glucanases com diferentes atividades cataliticaspg moleculares e especificidades de
substrato tem sido encontradas no sobrenadantdtdeas deT. harzianum (Benitezet al.,
1998). E importante salientar que como o espetrguinases, o d@-1,3-glucanases
produzidas por isolados deharzianum varia significativamente (El-Katatreg al., 2000).

Quanto ao substrat@;1,3-glucanase dé&. harzianum apresentou especificidade a
polissacarideos com ligacdpsl,3, entretanto, a atividade em micélio secaRdeolani
(9,9%) eS rolfsii (8,7%), foi relativamente baixa quando comparames a atividade em
laminarina (100%) (El-Katatngt al., 2001). Ja, Menendez & Godeas (1998) verificaram
gue umap-1,3-glucanase d&. harzianum mostrou atividade de 28 e 58% em micélio e
esclerodios d&. sclerotiorum, quando comparados a laminarina (100%).

Assim, como ocorre com quitinases, em diversasagies a producdo del,3-
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glucanases € correlacionada com a capacidade aitagfeTrichoderma spp. (Loritoet

al., 1993; El-Katatnyet al., 2000). Entretanto, em trabalho de Zimahdl. (1991) néo foi
verificada correlagdo entre a producadBee 3-glucanase e a eficiéncia de biocontrole de
cinco isolados dd. harzianum. Ezziyyaniet al. (2004) verificaram que em meio BDA
enriguecido com laminarina houve um maior efeittagdnico deT. harzianum sobre
Phytophthora capsici Leonian, devido ao aumento da atividade {d&,3-glucanases e,
talvez de outras enzimas tambéem.

Além da producdo d-1,3-glucanases, isolados de harzianum também sé&o
capazes de induzir a producéo dessas enzimas ees @8 plantas de pepino (Yedidta
al., 2000).

A producdo de proteases € bastante comum entreumgod, dentre eles,
Trichoderma spp. € um produtor bem conhecido (Elad & Kapa®9)9A atividade e os
mecanismos que controlam a sintese e secrecamzasas extracelulares sdo fortemente
influenciados por fatores ambientais como a didpbdade de substrato.

As proteases também sdo enzimas que estdo enwlwida processo de
micoparasitismo, um dos mecanismos de biocontrotenmcrorganismos. Entretanto, a
producdo de proteases pode também ser importardatdeforma no controle biologico,
com a acao destas enzimas na degradacdo de psotivalvidas no processo de
parasitismo do fitopatégeno na interacdo com apldiad & Kapat, 1999).

Proteases estédo envolvidas na degradacéo de potirparede celular dos fungos.
Segundo Howell (2003), no controle biolégicoRleinerea por T. harzianum, sobre folhas
de feijoeiro, as proteases apresentam importargel.pAs proteases quebram as enzimas
hidroliticas dos fitopatdgenos em cadeias de pepsi@/ou aminoacidos e, por meio disso,
destroem a capacidade do patdgeno de atacar a délydlanta. Também, sua importancia
tem sido reforcada com o isolamento de novas peseauper-expressadas a partir de

isolados d€T. harzianum (Suarezet al. 2004apud Benitezet al., 2004). O isolado T39 de
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T. harzzanum produziu proteases sobre folhas de feijdo na pcasdeB. cinerea, inibindo

a germinacdo e inativando as enzimas produzidas patégeno, conseqientemente
reduzindo a doenca (Elad & Kapat, 1999).

Em isolados do génerbrichoderma as proteases sdo relacionadas ao controle de
fungos fitopatdgenos e a atividade proteolitical déride ja foi observada no biocontrole
de S rolfsi em solo autoclavado (Elad & Kapat, 1999) e tamlo@nB. cinerea (Silva-
Ribeiro, 2001).

A atividade e os mecanismos que controlam a sirgesecrecdo das enzimas
extracelulares sédo fortemente influenciadas pardatambientais, como a disponibilidade

de substrato.

2.2.2 Metabdlitos bioativos

Os metabdlitos produzidos por microrganismos podendivididos em primarios e
secundérios, conforme a sua importancia na paatjéip do crescimento e na reprodugéo
desses microrganismostichoderma spp. produz uma grande quantidade de metabdlitos
secundérios, sendo que uma parte deles sdo commpmsto acdo antibibtica, tanto com
atividade antifungica como antibacteriana. Aindases compostos antimicrobianos
produzidos porTrichoderma spp. podem ser volateis e ndo volateis (Howell,8199
Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998).

Os compostos antimicrobianos produzidos Ppachoderma spp. constituem um
grupo diverso no que diz respeito a estruturas nedkes, tendo sido relacionados ao
biocontrole, porém, ndo sdo responsaveis isoladanmio sucesso ou pelo fracasso do
biocontrole (Howell, 1998).

A atividade antibidtica ddrichoderma spp. pode ser devida a compostos néo
volateis, como trichodermina e peptideo antibigtiobtidos de extratos de culturas e

também por compostos volateis, de maneira gerahatlas de pironas, que conferiam um
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forte cheiro de coco (Howell, 1998). Ghisalbadtial. (1990) também verificaram acao

antibiotica dessas pironas, que conferem o odotrZ@atogenos.

Melo & Faull (2000) estudando o antagonismaitro de isolados dé&richoderma
sp. contreR. solani, observaram que os metabolitos antifingicos dadss deT. koningii
mostraram eficiéncia bastante superior aos isolddds harzianum, enquanto no teste de
parasitismo de esclerddio$, harzianum inibiu a germinacdo em 72%7Te koningii em
42%.

Trichorzianinas, produzidas pdr harzianum também ja foram verificadas como
eficientes na redugao do crescimento miceligbdelfsii. Gliotoxina e viridina, produzidas
por T. virens, tém sido observadas inibindo o crescimento naktel formacdo de
esporangios e mobilidade de zodsporoflgophthora spp. e suprimindo o crescimento
micelial e germinacédo de esclerédiosRieolani e S. rolfsii (Howell, 1998).

Lifshitz et al. (1986) verificaram que o controle Bgthium spp. pofT. harzianum e
T. koningii foi devido a producdo de fatores toxicos na espsfena de ervilha, o que
inibiu o crescimento do patdégeno. Lumsdenal. (1992) verificaram uma atividade
supressiva dd. virens sobreR. solani e Pythium ultimum Trow, devido a producao de
gliotoxina. Corroborando com isso, Wilhiee al. (1994) observaram que mutantesTde
virens, deficientes na producdo de gliotoxina, foram nseeficientes no controle de
Pythium sp.

Entretanto, em alguns casos ndo é somente a &atibio micoparasitismo que séo
necessarios para a eficiéncia do biocontrole. Howelal. (2002) e Howell (2002)
verificaram que mutantes de virens, deficientes no micoparasitismo e na producao de
gliotoxina, mostraram a mesma eficiéncia no coatd#P. ultimum e R. solani, quando
comparados ao hao mutado.

2.2.3 Promocao de Crescimento

A rizosfera ou zona proxima das raizes das plantasolo € uma érea com
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atividades biologicas bastante ativas, com efeiiostos importantes sobre as plantas

como, por exemplo, sobre a nutricdo das mesmaga&akt al., 1999). Na rizosfera
encontram-se diversos microrganismos que podem gw&mo crescimento vegetal, e
proteger o sistema radicular da infeccdo por patdgjeestando incluido nesse grupo o
fungo Trichoderma sp. Assim, esse fungo, além de apresentar potemcmo
biocontrolador de patdégenos, pode ter a capacidadeomover o crescimento vegetal e
mostrar competéncia rizosférica, quando proximorda®s das plantas (Harman, 2000).

A promocdo de crescimento proporcionada por miamsgos pode ocorrer
através da producdo de hormonios vegetais, dardisfimacédo de nutrientes, da absorcéo e
translocacdo de minerais e do controle de patogdnel®, 1996; Bano & Musarrat, 2003;
Bottini et al., 2004). J&a, a competéncia rizosférica é relacimnamm a habilidade do
microrganismo se estabelecer na rizosfera dasaglamtestar sujeito as influéncias do
ambiente e competicdo com outros microrganismosnfeia, 1992).

Vale ressaltar, qudrichoderma spp. pode estar presente no cortex das raizes,
semelhante a micorrizas, e também somente na @edena das raizes, caracterizando a
competéncia rizosférica propriamente dita (Windheral., 1986; Kleifeld & Chet, 1992;
Yedidia et al., 1999; Weiler, 2004; Pandolfet al. 2005). Além disso, a presenca de
Trichoderma sp. ja foi verificada em raizes de plantas de mithesmo quando o fungo foi
aplicado juntamente fungicida, captan e fludioxomd tratamento de sementes (Resede
al., 2004). Weiler (2004) também observou que os i6iohgs oxicloreto de cobre e
iprodione, aplicados no sisterflaating de fumo, ndo afetaram a presencddehoderma
sp. nas raizes das plantas tratadas.

A promocao de crescimento proporcionada prochoderma sp. pode ser devida a
producdo de fatores de crescimento ou hormoéniosirale de fitopatbgenos menos
importantes, disponibilizacdo e aumento na efic&nte utilizacdo de nutrientes e, até

mesmo a competéncia rizosférica (Windhairal., 1986; Kleifeld & Chet, 1992; Altomare
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et al., 1999; Harman, 2000). Entretanto, a maioria dalsalhos ndo tem determinado ao

certo qual fator ou fatores estdo atuando na pramde crescimento.

Recentemente, foi verificado que mudas de fumosistemafloating, tratadas com
Trichoderma sp. apresentaram uma maior altura, diametro deecaelso seco da parte
aérea e das raizes (Weiler, 2004). Windaal. (1986), em estudo com plantas de tomate
e fumo, verificaram um aumento significativo do mionde plantas emergidas, peso seco
de raiz e peso seco da parte aérea.

Além, do aumento da altura e area foliar em pladéapimentdo e do aumento do
peso seco em pepino, Kleifeld & Chet (1992) obsamwauma maior percentagem de
germinagao quando sementes de feijao, rabanetatgppimentédo e pepino foram tratadas
comT. harzanum. Semelhante a isso, Chagigal. (1986) verificaram que a aplicacdoe
harzianum antecipou a germinacédo de sementes de pimentatmisnaias e proporcionou
diferencas significativas no peso seco de pimem&pino e tomate, quando comparados a
testemunha. Esses autores também perceberam gaenuemto de T0Opara 16 esporos/g
de solo na aplicacdo do fungo resultou em um awngghificativo no peso seco e na
altura de planta de pepino. Em outro estudo verfise um acréscimo significativo da
massa verde nas plantas de tomate tratadag cleenzianum, porém esse mesmo resultado
nao foi obtido em plantas de batata (Salgeid., 1999). Resendet al. (2004) observaram
apenas um aumento da matéria seca de raizes, sépavefeito na matéria seca de parte
aérea e na altura de plantas de milho.

Ezziyyaniet al. (2004) observaram que o filtrado @eharzianum apresentou efeito
negativo no desenvolvimento das radiculas e nenbfgito no nimero de sementes
germinadas de pimentdo, em meio de cultura. Entgtauando micélio e esporos do
fungo foram aplicados no solo houve um aumentoattmigacédo das sementes e do peso
seco das plantas, comparadas a testemunha.

Quanto ao possivel efeito de isolados Techoderma spp. sobre nutrientes
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presentes no solo, Harman (2000) verificou quetatade milho com nivel maximo de

nitrogénio (240 Kg N.hd), com e senT. harzianum (T-22), ndo diferenciaram quanto a
producdo de grédos e silagem. Entretanto, quandeisnimenores de nitrogénio foram
utilizados, observou-se diferencas entre as plaméaadas com T-22 e as nao tratadas,
sendo que nas plantas ndo tratadas o maximo deiteofbi obtido com 240 Kg N.Hae
nas tratadas esse mesmo valor foi obtido com 168.Kg".

Entre as substancias reguladoras do crescimentplaatss, o acido indol acético,
uma auxina natural comumente encontrada nas plaafassenta efeito positivo no
crescimento das raizes que possibilita que a ptantea acesso a uma maior quantidade de
nutrientes no solo (Vessey, 2003).

Os tecidos radiculares sdo especialmente sensigeailiferentes concentracbes de
AlA e podem ser bastante afetados por fontes eadedeste regulador de crescimento.
Estes teores exdgenos de AIA na regido radicukiplimtas podem causar efeito negativo
guando em excesso. Este efeito negativo pode semipado por microrganismos que
degradem esta auxina e proporcionem melhores dmxlipara o0 desenvolvimento
radicular.

Gravel et al. (2007) testaram, entre outros microrganismos, sgwolado de
Trichoderma sp. no aumento de producgéo de plantas de tomatau©res verificaram que
o0 isolado testado foi capaz de aumentar tanto cermitotal de frutos quanto o nimero de
frutos comercializaveis, além do aumento nas razeste aérea da planta. Esta promogéo
de crescimento pode ser explicada pela capacideste éolado dd@richoderma sp. em
produzir acido indol acético. Ainda, a producacadilo indol acético foi maior quando o
fungo foi crescido em meio liquido contendo triptpfquando comparado aos meios
contendo triptofano ou triptamina.

Além da capacidade de producdo de AIA por estadsglfoi observado que este

fungo é capaz também de degradar AIA. Gravel. (2007) verificaram que a adi¢cao de
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AIA exbdgeno na rizosfera das plantas de tomatequay uma inibicdo do crescimento
quando na auséncia deichoderma sp. Este fato de altas concentracées de AIA na
rizosfera resultar uma inibicdo do crescimento a@dr e ndo a uma promocdo do

crescimento de raizes, ja havia sido observadXiecat al. (1996).

2.2.4 Competicéo por nutrientes

A competicdo por nutrientes com fitopatdgenos,usigle com aqueles de menor
importancia, pode proporcionar condicdes ambierf@i®raveis as plantas e com isto
promover seu crescimento e desenvolvimento. Umaedtatégias de competicdo por
nutrientes bastante utilizada e estudada, prinoipaie por bactérias, € a producdo de
sideroforos.

Siderdéforos sdo definidos como compostos orgamiedsaixo peso molecular (0,5 a
1,5 Kda) produzidos por muitos fungos e bactér@selantes de alta afinidade atuam
solubilizando o ion férrico no ambiente e o tramspwlo através da bicamada lipidica para
dentro da célula, logo, disponibilizando este mgtata o0 metabolismo do produtor
(Renshawvet al., 2002) e por isto sendo um fator de competicao ptramtes.

A adaptacdo a locais com disponibilidade baixa e®of possibilitou que os
microrganismos desenvolvessem moléculas para éafressta situagcdo adversa. Este
sistema consiste de dois mecanismos basicos:q@cé®e de siderdforos quelantes de ferro
com baixo peso molecular (500 a 1000 Da) e (b)emgs de moléculas receptoras de
membrana que se liguem aos sideroforos e facaamsporte para dentro da célula (Kundu
et al., 2008).

Embora existam variagfes estruturais entre osedlifes tipos de sideroforos, a
maioria deles pode ser dividida em duas principdésses, os hidroxamatos e o0s
catecolatos (fenolatos).

De acordo com Neilands (1984) os siderdforos do ti@tecolatos sdo produzidos
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somente por bactérias, enquanto que os do tip@Xadratos sdo produzidos tanto por

bactérias quanto por fungos. Entretanto, ja foataela a producdo de fenolatos por
basidiomicetos que causam podriddao em madeiras@ledt al., 1991).

Existe um grande numero de agentes de bioconpadlegipalmente bactérias em
que a atividade de siderdforos tem sido bastargguigada. No entanto, o papel e as
interacdes dos sideroforos em fungos biocontroéslainda ndo sdo bem entendidos. As
diversas fun¢bes dos sideroforos para os fungamaiecessitam ser mais bem estudadas.
Primeiramente, os sideroforos extracelulares seritiizados para captura de ferro em
ambientes desfavoraveis, enquanto que os sidesdfompacelulares serviriam como
armazenamento deste nutriente (Vittone, 2008).

Os sideroéforos fungicos nao variam tanto quantsideroforos bacterianos quanto a
sua estrutura, sendo sua sintese e secre¢cdo amj@araeguladas por fatores ambientais
(Renshawet al., 2002). Os sideroforos do tipo hidroxamato aprese extrema afinidade
por Fe (lll) e tem algumas classes como ferricrgrnoprogens e fusariminas. Além disso,
0S microrganismos tendem a secretar estas diferegggruturas quelantes de ferro,
conforme as diferentes situacdes ambientais (\&{ta2a08).

Quanto a liberagcdo dos sider6foros no ambiente, séotem ainda um
esclarecimento se esse processo ocorre de maaegi@qy devido a alta concentracao deste
composto intracelularmente, ou ativa. J4 o tratepdo Fe (lll) para dentro da célula
requer gasto de energia e geralmente o complerod$ino-ferro € especifico para o fungo.
Contudo, alguns microrganismos apresentam maisndenecanismo de transporte do
complexo sideréforo-ferro (Renshaial., 2002).

Muitas fungbes fisiologicas do ferro ainda ndo ®stdclarecidas. No entanto, é
sabido que o Fe (ll) serve como fonte de elétr@ara prganismos que oxidam Fe e o Fe
(Il1) serve como receptor de elétrons para orgaossnedutores (Webet al., 2006). O Fe

também apresenta importancia como cofator de alguemzimas, sendo componente
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estrutural essencial da proteina ferricromo, e coomponente de proteinas mitocondriais
(Vittone, 2008).

Uma caracteristica importante na competicdo comowsos microrganismos
presentes no ambiente é a capacidade de seqimstraficiéncia o ferro no solo. Isto é
dependente de fatores como: (a) tipo do sideréfmaduzido; (b) concentracdo de
sideréforo produzido e (c) propriedade de ligagédm ® metal do sideroforo produzido
(Vittone, 2008).

Embora os sideroforos produzidos piaichoderma spp. ndo estejam ainda bem
caracterizados, ja foi observado que este antagopi®duz tanto sider6foros do tipo
catecolato quanto do tipo hidroxamato. Esta cariatita de competicdo pela producéo de
siderdforos é bastante importante em ambientes arfdate de nutrientes, neste caso o
ferro, é limitada (Vittone, 2008).

Anke et al. (1991) verificaram qudrichoderma sp. produz sider6foros do tipo
hidroxamato, mesmo tipo produzido e relatado pdftaNds (1984). Jellisoet al. (1991)
detectaram que isolados @iechoderma sp. também séo capazes de produzir sideréforos
do tipo fenolatos. Entdo, em ambientes com teoitddn de ferro na rizosfera estes
isolados tém uma maior capacidade de competicas epsabido que fenolatos tem maior

eficiéncia para ligagao ao ferro.

2.2.5 Disponibilizacdo de nutrientes

A disponibilidade de nutrientes pode também ser fator para promover o
crescimento de plantas. Altomaateal. (1999) mostraram que um isolado Téharzianum
teve habilidade para solubilizar nutrientes a pa® compostos como rochas de fosfato,
oxido de manganés, 6xido de ferro e zinco metadéidsso, em parte, participaria no maior
crescimento das plantas. Alguns pesquisadores cjteressa solubilizacdo seria devida a

liberacdo de acidos organicos e consequente acicifo do meio, porém, os autores ndo
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verificaram um aumento da presenca desses acidasstes realizados.

Yedidiaet al. (2001) verificaram que plantas de pepino tratamas T. harzianum
(T-203) apresentaram um incremento significativgpaso seco, comprimento de brotacoes
e area foliar, comparadas a testemunha. Nesse meshaho, em cultivo hidropénico,
raizes de plantas de pepino inoculadas com T-2B&aptaram aumento significativo de
cobre, fésforo, ferro, zinco, manganés e sédicafrorerificados também teores maiores de

zinco, fosforo e manganés nas brotagdes.

2.2.6 Fatores ambientais que afetam a acéo deichoderma spp.

Alguns fatores do ambiente podem afetar a acdog@miza e de promocao de
crescimento ddrichoderma spp. das plantas, dentre eles a umidade, a dispdade de
nutrientes, o pH, a temperatura e a textura do golmportancia da umidade do solo na
eficiéncia deTrichoderma spp. é variavel conforme a espécie em questaond» geral,
em condi¢des de solo bastante seco e extremameide,(esta atividade é reduzida, tendo
como condi¢cdes mais adequadas solos ligeiramenitogra Umidos (Liu & Baker, 1980;
Melo, 1996). Eastburn & Butler (1991) observarame ga atividade saprofitica de
Trichoderma sp. foi melhor com o aumento da umidade, com géedi 6timas entre 18 a
24% de umidade, exceto em condi¢cBes de solo sata@cdgua. Weiler (2004) observou
gue isolados ddrichoderma sp. estiveram presentes na rizosfera de plantafrde
mesmo com o substrato mantido com saturacéo de Agmanca (2005) verificou em solo
saturado com agua, que os isoladosTdehoderma sp. foram eficientes no controle do
complexoPolymyxa graminissRSNV.

Os niveis de pH também influenciam o parasitismdriehoderma sp. Em geral,
esse fungo é favorecido por valores mais baixoseja, pH acido (Chet & Baker, 1980;
Papavizas, 1985). Chet & Baker (1981), verificaramoremento da supressividade as

doencgas do solo com pH de 5,1 quando comparadgebperto de 8,0, consequéncia de
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um favorecimento do desenvolvimentoTadéechoderma sp., além de outros fungos.

A temperatura é outro fator que influencia bastanétividade ddrichoderma sp.,
no entanto, h4 diferencas entre as espécies. Halhos que mostram a presencaTde
pseudokoningii, deT. harzianum e deT. viride em ambientes com faixas de temperatura de
10 a 25 °C (Johnsaat al., 1987). Harmamt al. (1981), verificaram qué&richoderma spp.
apresentou um melhor crescimento na faixa de tahperde 18 a 27 °C, sendo nessa
mesma faixa de temperatura a maior eficiéncia dérale deR. solani em plantas de
rabanete.

A disponibilidade de nutrientes no solo pode, deneira geral, afetar o
estabelecimento e o antagonismardehoderma sp. Hubbardtt al. (1983), ratificaram que
T. hamatum, apresentou dificuldades em se desenvolver emcsmiobaixo teor de ferro,
sendo devido a agcdo da bactéifiseudomonas sp., que produz substancias gquelantes,
indisponibilizando esse nutriente aos microrgansngio evidencia o cuidado que se deve
ter com o0s antagonistas de interesse. Entretamtmo cja comentado anteriormente,
isolados do génerdrichoderma sdo capazes de produzir sideréforos que garantiiaa
capacidade de competicdo em ambientes com limitgste nutriente.

Finalmente, para uma melhor obtencao de isoladdsidaoderma spp. candidatos
a agentes de biocontrole e promotores de cresainsenia interessante isola-los de plantas
e solo onde deseja-se utilizi-lo posteriormentés, pb nessas condi¢cdes de temperatura,

umidade e disponibilidade de nutrientes que estie atdaptados (Howell, 2003).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados déTrichoderma spp. e cultivares de arroz

Os isolados THAR, TPSK, TSP1, TARV TVIR (da rizasfele plantas de arroz) e
TSP2 (da rizosfera de planta de fumo)Tdiehoderma spp. foram obtidos da micoteca do
Laboratério de Microbiologia Fitopatolégica do Ddpaento de Fitossanidade. Os
isolados THAR, TVIR e TSP2 mostraram em testesrimnés eficiéncia, em casa de
vegetacéao, para o controle do complexo enrolantmtoroz (Almancga, 2005).

Para producgéo do bioformulado os fungos foram phévados em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA) por 3 dias em camanaélica BOD com temperatura de 28
°C e fotoperiodo de 12 h. A partir das colbniasfultgo, foi preparada uma suspensao
aquosa de esporos de 50 mL, com concentracdo ‘despBros/mL para inoculagéo do
arroz descascado e autoclavado, 250 g por sacticplake 2 L. A incubacdo foi nas
mesmas condi¢des utilizadas para o meio BDA, pargrriodo foi até a total colonizacéo

do arroz.

3.2 ldentificac&o dos isolados d&richoderma spp.

Os isolados deTrichoderma spp. foram cultivados em meio de cultura BDA
utilizando as mesmas condicbes ambientais citadagem anterior. Posteriormente, os
fungos foram visualizados em microscopio 6pticapdrservacdo e medicdo das estruturas
para diferenciacdo das espécies. As medidas etedsticas obtidas foram colocadas na

chave interativaon line para identificacdo de espécies @iechoderma proposta por
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Samuelst al. (2007).

A identificagdo também foi realizada seguindo avehde identificagdo de Gams &
Bissett (1998). Esta baseia-se na identificacafogaa e do didmetro de conidios, tipo de

ramificacdo dos conidios e das fialides e produgipigmentos no meio de cultura.

3.3 Sobrevivéncia ddrichoderma spp. em solo alagado com lamina de agua

O experimento foi instalado na casa de vegetacdvegartamento de Fitossanidade
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Bigyr O delineamento experimental
utilizado foi de blocos inteiramente casualizadondeoforam distribuidos os tratamentos,
combinando trés isolados deichoderma spp. THAR, TVIR, TSP2 e a mistura destes trés
isolados (MIX) com e sem presenca de plantas @e aa cultivar IRGA 417, por ser uma
das mais cultivadas no RS. Além disto, foi utiliaadgn tratamento somente com plantas de
arroz e um controle sem plantas e S@ichoderma spp. Os bioformulados, na dose de 0,05
g/vaso, foram aplicados diretamente no solo norcetd vaso, na profundidade de 3 cm

independente da presenca de semente de arrozpnastadidade.

FIGURA 1. Vista geral do experimento em casa de vegetacastrando a disposic
dos tratamentos com e sem plantas de arroz. Pdegréd RS, UFRG.
2007.
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O solo utilizado no experimento foi obtido da Ed&tagExperimental do Arroz do
IRGA, em Cachoeirinha, RS de &rea onde é cultiaadar. O solo foi acondicionado em
vasos de 8 L com 5 Kg de solo em cada vaso. Arphatl5 dias da emergéncia, as plantas
foram mantidas com lamina de &gua constante (FigurdPara isto, foram realizadas
irrigagdes regularmente mantendo uma lamina de dgua cm. As condigbes de cultivo

foram de fotoperiodo de 12 h e temperatura de P& €.

-

FIGURA 2. Visualiacdo da lamina de agua mantida sobre o solo dagade
experimentais 15 dias apds a emergéncia das plambasvasos com
sem plantas de arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS..2007

Para avaliacdo da populagéo do fungo foram reagddas coletas de solo a uma

distancia de 5 cm do local de semeadura (FigurarB} delas trés dias (12 Epoca) apds a

semeadura e a outra 45 dias ap0s a primeira ¢@feEpoca).

FIGURA 3. Unidade experimental com indicacdo onde realizada a aplicacdood
bioformulado delrichoderma sp. e onde foram realizadas as coletas de
Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007.
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A partir das amostras de solo foram retiradas atagicom volume de 10 mL de

solo e diluidas em 90 mL de &agua destilada egtmddéi (ADE). A seguir realizou-se
diluicdes sucessivas de 1mL da solucéo de solo erh 8e ADE, até diluicdo 19 Desta
diluicdo foi retirada uma aliquota de 0,2 mL pala@gjpeamento em meio de cultura BDA,
incubado a 28 °C e fotoperiodo de 12 h pelo perited@ a 4 dias conforme o isolado em
guestdo. Esse tempo foi variado para possibilitamméagem das colbnias.

Para todos os resultados foi realizada analiseadancia e teste Tukey (5%) para

comparacao de médias. O programa estatisticoaadifoi 0 SPSS 15.0 para Windows.

3.4 Comportamento de cultivares de arroz inoculadascom isolados de
Trichoderma spp.

O experimento foi instalado em camara de crescina@tt Departamento de
Fitossanidade, Faculdade de Agronomia, Universitfi@dieral do Rio Grande do Sul.

Neste experimento foram utilizados os isolados THARIR e TSP2 e as sementes
das cultivares IRGA 409, 410, 416, 417, 418, 42@24, obtidas no programa de
melhoramento da Estacdo Experimental do Arroz, IRGZachoeirinha, RS. Os
tratamentos, com trés repeticdes, foram obtidos eorcombinacdo dos isolados de
Trichoderma spp. e das cultivares de arroz, além das cultivseesa presenca do fungo.

Para aplicacdo do bioformulado as sementes forapdecdas e misturadas com
cada bioformulado conforme o tratamento, na dos20d&g/ha, tomando como base na
semeadura de 120 Kg de semente/ha.

As condicdes de crescimento na camara foram deeratypa de 24 + 5 °C e
fotoperiodo de 14 h. Cinco sementes foram colocadasopos plasticos de 200 mL com
substrato esterilizado, com duas partes de verit@ioelluma parte de areia, colocado em
copos plasticos de 200 mL. Cada conjunto de copagerdo sementes tratadas com o
mesmo bioformulado foi colocado em uma bandejaiptagFigura 4). As irrigacdes foram

realizadas com agua destilada para manter uma dadenagua de 1 a 2 cm dentro da
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bandeja.

FIGURA 4. Bandejas plasticas contendo copos com mesmo biofadm aplicado vi
semente. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007.
No experimento foi avaliada a emergéncia de plast@D dias apds a semeadura.
Para as avaliacOes de altura e peso seco da pegtede plantas, 30 dias ap0s a semeadura,
as plantas foram retiradas e lavadas. Para a médid#ura foi utilizada régua de 30 cm e
para a secagem foi utilizada estufa a 60 °C ai @asstante.
Para todos os resultados foi realizada analiseadancia e teste Tukey (5%) para

comparacao de médias, no programa estatistico $28%ara Windows.

3.5 Producéo de acido indol acético por isolados deichoderma spp.
Para avaliacdo da producdo de acido indol acd#dd) foram utilizados os

isolados ddrichoderma spp. THAR, TPSK, TARV, TVIR e TSP2, previamentetimaldos
em meio de cultura BDA por trés dias em camaraatloa para B.O.D. com temperatura
de 28 °C e fotoperiodo de 12 h. A partir destaériak foram retirados discos de 8,0 mm
contendo micélio e hifas do fungo e, repicados eenkeyers de 250 mL contendo 50 mL
de meio Batata-Dextrose (BD), sendo adicionadosi gL de triptofano. A incubacéo
foi sob agitacdo de 150 rpm em sala climatizada ¢emperatura de 26 £+ 2 °C e

fotoperiodo de 12 h, por cinco dias. A filtracdordeio foi realizada com algodao hidréfilo
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branco em funil plastico.

Do filtrado de cultura foi retirado uma aliquota 1,5 mL e adicionado 1,5 mL de
reagente de Salkowsky §80, — 150 mL; FeGl6H,O (0,5 M) — 7,5 mL; agua destilada —
250 mL (Patten & Glick, 2002). Apés 20 min de remga escuro foi realizada a leitura em
espectrofotometro (Beckman DU 65) no compriment®3f@ nm. A concentragcéo de AlA
na amostra foi determinada pela curva de calibragdgarada com AlA nas concentracdes
de0,1,2,4,6,10e 16 pg/mL.

Foi realizado andlise da variancia e teste Tukéy) (para comparacado das médias

dos resultados obtidos. O programa estatisticaadib foi o Sanest.

3.6 Producéao de protease por isolados deichoderma spp.

Os isolados dé&richoderma spp. para este teste foram os mesmos utilizadteste
para producao de AIA, assim como o cultivo prévioRDA.

A partir de colbnias axénicas, os fungos foramaaghds em meio MM: nitrato de
sédio — 6 g, fosfato diacido de potassio monobasidgs g, cloreto de potassio — 0,5 g,
sulfato de magnésio — 0,5 g, sulfato de ferro0|64 g, sulfato de zinco — 0,01 g, glicose —
10 g, 4gar — 20 g, agua destilada — 1000 mL. A ese® foi adicionada, apos
autoclavagem, uma solucéo de leite em p6 (10 giD@le agua destilada) aquecida em
banho-maria por 10 min Apés, as placas foram indaba 28 °C em camara climatica por
trés dias. Para evidenciar o halos na superficimeio as placas mantidas sob refrigeracao
de 4 °C por 1 dia. Como néo foi observada a preseéog halos, porém houve crescimento
das colbnias a avaliacéo foi realizada pela medigadiametro da col6nia.

Foi realizado analise da variancia e teste Tuké¥) (para comparacdo das médias

dos resultados obtidos. O programa estatisticaadib foi o Sanest.

3.7 Producéo de sideréforos por isolados deichoderma spp.
Os isolados utilizados neste experimento foram RHAPSK, TSP1, TARV e
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TVIR. Toda a vidraria utilizada para o desenvoluntoedos ensaios foi imersa em mistura

sulfocrémica (HCI 6M) por 48 h e enxaguada segwdaes em agua deionizada.

Empregou-se a técnica universal para deteccaddeedforos desenvolvida por
Schwyn & Neilands (1987). Os microrganismos a setestados foram cultivados, por
cinco dias sob agitacdo orbital, em meio batatdrdse (BD). Como controle utilizou-se o
meio sem inoculagcdo do microrganismo. As célulaanfioprecipitadas por centrifugacao e
1 mL do sobrenadante foi misturado a 1 mL da solugdicadora de cromo azurol S
(CAS). A solugéo de CAS foi preparada misturand@-seL de solucdo de HDTMA 10
mM e 30 mL de agua. Foram acrescentados sob agithéamL de solucao férrica (FeCI3
6H20 1 mM preparada em HCI| 0,01N e 7,5 mL de soludé cromo azurol S 2 mM.
Separadamente foram dissolvidos 4,307 g de piperaanidra em 20 mL de agua que
depois de dissolvida foi acrescida de 6,25 mL dd. HESta solugcédo foi adicionada ao
restante dos componentes ja preparados, e o valomgletado para 100 mL.

A mudanga de cor da mistura de sobrenadante-inalich® azulada para amarelo-

avermelhado no periodo de 15 min indicou a prodde&sideréforos pelos fungos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagao dos isolados d&richoderma spp.
Com as caracteristicas verificadas em cada isatatttvado em meio de cultura

BDA foi possivel fazer a identificacdo citada ndéla 1.

TABELA 1. Espécies deTrichoderma dos repectivos isolados utilizados 1
experimentos. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007.

Isolado Espécie

THAR Trichoderma harzianum
TPSK Trichoder ma pseudokoningii
TSP1 Trichoderma sp.

TARV Trichoderma aureoviride
TVIR Trichoderma viride

TSP2 Trichoderma sp.

4.2 Sobrevivéncia de isolados derichoderma spp. em solo alagado

Para que haja um efetivo biocontrole de fitopatdégea/ou uma promocao de
crescimento das plantas por parte do fungo, quastibé colocado no solo, é importante
que haja crescimento de suas hifas e producédotddueas de reproducdo. Para tanto,
numerosos fatores bidticos e abidticos podem reduzirescimento e estabelecimento
destes microrganismos (Knudsen & Bin, 1990; Baenudisen, 2005).

Na 12 época de avaliacdo, no momento do estabeletonda lamina de agua, a
populacdo deTrichoderma spp. nao diferenciou-se entre os isolados, nem me=m

relacéo as testemunhas com e sem plantas de aaloeld 2).
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TABELA 2.  Populacao dé@richoderma spp. em solo sob irrigagdo por inundacéon
lamina de agua, comparando todos os tratamenttzsidss Porto Alegr

RS, UFRGS. 2007.

10° UFC/g deTrichoderma

1

Tratamento Isolado Semente 13 Epoca 23 Epoca
1 THAR IRGA 417 0,771 24,066 cd*
2 TVIR IRGA 417 1,404 25,266 cd
3 TSP2 IRGA 417 1,290 18,466 de
4 MIX 2 IRGA 417 0,914 31,200 bcd
5 THAR - 0,477 38,066 abc
6 TVIR - 0,501 49,666 a
7 TSP2 - 0,815 37,466 abc
8 MIX - 0,836 43,066 ab
9 - IRGA 417 0,398 3,333 ¢
10 - - 0,555 2,666 e

! A dose de bioformulado de cada tratamento Eoichoderma spp. foi de 0,05 g/vas6Mistura dos isolados
THAR, TVIR e TSP2™ Médias n&o diferem entre si pelo teste Tukey (3%)édias seguidas pela letra ndo
diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Esta auséncia de diferenca significativa tambérbservada quando comparamos
agrupando os tratamentos (Tabela 3) que continfrachoderma spp. + plantas de arroz,
somenteTrichoderma spp., somente planta de arroz e o controle. \&saltar que o solo
utilizado no experimento nao foi esterilizado pgua o comportamento dos isolados fosse

observado em condi¢cBes ambientais proximas dalael@ide uma lavoura de arroz.

TABELA 3. Populacéo d@richoderma spp. em solo sob irrigacéo por inundacéo,
lamina de agua, comparando a meédia dos tratameptescontinhar
plantas de arroz com aqueles que nao continhanto Pdegre, RS

UFRGS. 2007.
- UFC/g deTrichoderma
Tratamento Descricao 12 Epoca 23 Epoca
1 Trichoderma+Arroz" 2,708 24,750 b*
2 Trichoderma? 1,830 42,067 a
3 Arroz® 1,633 3,333 ¢
4 Controlé 2,333 2,667 C

! Trichoderma+Arroz = com aplicacdo dérichoderma spp., isolados THAR, TVIR, TSP2, MIX e cultivar
IRGA 417.% Média dos tratamentos 6, 7, 8, 9 e 10 (Tabeld Ajroz = sem aplicagéo derichoderma spp.
com plantas de arroz, cultivar IRGA 4f7Controle = sem aplicacéo deichoderma spp. e sem plantas de
arroz. * Médias seguidas de mesma letra ndo difgrelm teste Tukey (5%J° Médias ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (5%).



34

Nos resultados da 22 época de avaliacdo, 45 @ids a primeira, foi possivel
verificar um aumento significativo da populacao rgla comparamos todos os isolados
testados (Tabela 2 e Figura 5), diferentemente rdesltados da 12 época. Todos o0s
tratamentos que continhamnichoderma spp. diferiram do tratamento com planta de arroz e

o controle (Tabela 2).

FIGURA5. Placas de Petri com colbnias @iechoderma spp. mostrando o ni\
populacional nas amostras de solo coletadas nbdmaxperimento. Plac
destacadas pelo retangulo vermelho refesemas testemunhas. Den
placas referem-se aos tratamentos com isoladdsidederma spp. com
sem plantas de arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS..2007

De maneira geral os isolados THAR, TVIR, TSP2 e Mpfesentaram um aumento
na populacao, independente da presenca de plarsaare Outra diferenca verificada foi
em relacdo ao isolado TSP2, que na presenca dapld arroz apresentou uma populacéo
menor do que quando estava somente no solo. Hesandia pode ser devido a adaptacao
dos isolados as plantas presentes no ambienteg pgadado TSP2 é oriundo de plantas de

fumo, e pode ndo ter uma interacdo com as plaetasrdz semelhante aos isolados THAR

e TVIR, que séo oriundos destas plantas (Tabela 2).
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Na Tabela 3, a comparacao dos tratamentos agrupades diferentemente da 12

época de avaliacdo, nesta avaliacdo os tratamgon®sontinham somentgichoderma
spp. apresentaram populacdo superior aos tratasneatoTrichoderma sp. + plantas de
arroz e ambos tratamentos foram superiores aomeat® somente com planta e ao
controle. Esses resultados possibilitam deduzirayfiengo Trichoderma spp. € capaz de
sobreviver em solo mesmo nédo tendo o ambiente mdiase que existe na rizosfera do
arroz, e isto deve-se ao fato deste fungo ser @niacfiacultativo.

Ainda, além dos isolados aumentarem sua populagdicao alagado, é possivel
verificar que o crescimento do fungo ocorre horiabnente, pelo fato de que as coletas
foram realizadas a 5 cm do local de inoculagdootimesou sementes.

Atualmente, sdo poucos os trabalhos na literatue mostram a avaliagdo de
Trichoderma spp. em ambiente com saturacdo da umidade doosodmlo com irrigacéo
por inundacdo. Rodriguex al. (1999) ndo avaliaram o nivel populacionalldéarzianum
em solo alagado sob inundacéo, porém verificaragrugu isolado deste fungo foi eficiente
no controle deR. solani nestas condi¢cdes e portanto, para isto houve sengdelvimento
da populacdo do fungo. Weiler (2004) observou goéados delrichoderma sp. foram
capazes de promover o crescimento de plantas de éamsubstrato saturado com agua, o
gue nédo corresponde a um ambiente com lamina @de Ags com excesso desta. Furetya
al. (2005) estudando o efeito de diversos fungos eamt@é de arroz, obtiveram o
isolamento de espécies @iechoderma de lavouras com cultivo de arroz com irrigagdo por

inundacao.

4.3 InteracaoTrichoderma spp. e plantas de arroz

Na emergéncia de plantas observou-se uma respdstandial das cultivares
testadas para o bioformulado TSP2 (Tabela 4). Rsloltado da testemunha observou-se
que as cultivares diferenciam-se entre si paraiawa citada. No isolado TSP2 a cultivar

409 apresentou melhores resultados, porém nestefaaggual as cultivares 410 e 418.
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Estas trés cultivares foram significativamente sopes a cultivar 416. As cultivares 417,

420 e 421 apresentaram resultado intermediario eltac&o as cultivares citadas

anteriormente.

TABELA 4. Emergéncia de plantas de arroz, cultigadiRGA 409,410, 416, 417, 41
420, 421, inoculadas com trés bioformulados a bia@strichoderma spp
Porto Alegre, RS, UFRGS, 2006.

Emergéncia de plantulas (%)

Cultivar Testemunha THAR TVIR TSP2
IRGA 409 100,00 a A* 86,66 a A 93,33aA 86,66 a A
IRGA 417 100,00 a A 80,00 a A 73,33 aA 73,33 ab A
IRGA 418 100,00 a A 73,33 aB 86,66 a AB 80,00 a AB
IRGA 410 93,33ab A 66,66 a A 80,00 a A 86,66 a A
IRGA 416 93,33ab A 53,33 aBC 86,66 a AB 33,33bC
IRGA 421 93,33ab A 66,66 a A 60,00 a A 73,33 ab A
IRGA 420 73,33 b A 80,00 a A 80,00 a A 46,66 ab A

* Médias seguidas de letras iguais, minUscula hanece mailscula na linha, ndo diferem signifiGatiente
pelo teste Tukey (5%).

Se compararmos os resultados do isolado TSP2 coresalados da testemunha
verificamos que em ambos 0s casos a cultivar 408ufzerior. Entretanto, a cultivar com
menor emergéncia na testemunha foi a 420, enquar@ono tratamento com o isolado
TSP2 foi a 416.

O efeito significativo dos bioformulados na emeigé das plantas de cada cultivar,
separadamente, foi observado para as cultivaree B8 (Tabela 4). Para as cultivares
409, 410, 417, 420 e 421 nao houve diferenca gigtifa entre os tratamentos e 0s
resultados ndo foram apresentados. Verificou-se apietratamentos THAR e TSP2
causaram uma reducdo na emergéncia da cultivargdaédo comparado a testemunha. O
tratamento TVIR néo diferiu da testemunha. No @wsoultivar 420, o bioformulado TSP2
proporcionou uma reducao significativa da emergégaando comparado aos tratamentos
THAR e TVIR. Nenhum dos tratamentos diferenciowa¢estemunha.

Ezziyyaniet al. (2004), em experimento realizado com pimentdoemasam uma

reducdo no comprimento das radiculas de sementesegonde cultura BDA com filtrado
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de T. harzianum, quando comparado com a germinagdo das sememestgoem meio

BDA. Entretanto, quando micélio e esporos do fufayam aplicados no solo houve um
aumento da germinagdo das sementes, comparadaraueba. E importante destacar que
o isolado THAR que provocou resultado negativo mergéncia de plantas de arroZ.é
harzianum, resultado semelhante ao observado por Ezziygahi (2004) em sementes de
piment&o.

Gliotoxina e viridina, dois antibioticos produzidper Trichoderma sp., inibiram a
germinagdo e o crescimento radicular de mostardecamcentracdo de 1 ppm, em
experimento realizado em placas de Petri. No emtaggsa concentragdo nao causou
inibicdo da germinacao de trevo vermelho e trigostnando as diferencas de reacao das
plantas em relacdo a metabolitos produzidosTpahoderma spp. (Wrightapud Bailey &
Lumsden, 1998). Porém, os efeitos fitotoxicos daakina e viridina sdo limitados quando
comparados com suas atividades antifingicas (Lumedel. apud Bailey & Lumsden,
1998). Diferente desses resultados, Windhatmal. (1986) verificaram um aumento
significativo do numero de plantas de tomate e femergidas, tratadas cofnichoderma
sp. Também, Kleifeld & Chet (1992) observaram unsmompercentagem de germinacao
guando sementes de feijao, rabanete, tomate, fAmentpepino foram tratadas com
harzianum. Semelhante a isso, Chaegal. (1986) verificaram que a aplicacdo de
harzianum antecipou a germinagao de sementes de pimenté@oierdias.

O efeito negativo observado pode ser explicado fastnde que o bioformulado é
produzido em graos de arroz e de que o fungo estigatado a crescer nesse substrato e
acaba degradando a semente de arroz durante cgvabe germinacdo, combinado com a
falta de matéria organica e nutrientes no substriiaado, areia e vermiculita e com a
dose elevada de bioformulado utilizada. Isso fam qoe o fungo possivelmente utilize a
semente de arroz como fonte de nutrientes. NagdaghA e B é possivel verificar que

houve um amplo crescimento de harzianum sobre sementes de arroz (indicado pelas
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setas vermelhas), onde pela Figura 6A poderiampsrsyue o fungo impossibilitou a
germinacdao da semente. Entretanto, na Figura 6Bsrimento delrichoderma sp. na

semente é bastante semelhante e houve germinagéscénento da planta (indicado pela

seta verde).

FIGURA 6. Crescimento d&. harzianum sobre sementes de arroz, (A) semente de arroz
gue ndo germinou e (B) semente de arroz germitsatas vermelhas indicam
0 crescimento dd. harzianum e seta verde indica cauliculo da planta de
arroz. Porto Alegre, RS, UFRGS. 2006.

Quanto a altura de plantas, em todos os tratamembose comportamento
diferenciado estatisticamente das cultivares dezarinclusive a testemunha. Na
testemunha, as cultivares 409 e 418 foram supsrggaificativamente a cultivar 421. No
tratamento THAR todas as cultivares apresentaramaasignificativamente maior que a
cultivar 420. Para o bioformulado TVIR a -cultivalO% foi novamente superior
estatisticamente, quando comparada com as cubivk®@, 416, 420 e 421. O tratamento

TSP2 proporcionou um melhor resultado na cultiviE8 dque foi diferente estatisticamente

das cultivares 409 e 410 (Tabela 5).
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TABELA 5. Altura de plantas de &z, cultivares IRGA 409, 410, 416, 417, 418, .
421, inoculadas com trés bioformulados a base&rooderma spp. Port
Alegre, RS, UFRGS, 2006.

- Altura de plantas (cm)

Cultivar Testemunha THAR TVIR TSP2

IRGA 409 25,63 a A* 24,69 a A 27,16 a A 21,39 bc A

IRGA 418 25,56 a AB 24,19 a AB 21,30 abc B 30,33aA

IRGA 410 22,69 aA 23,60 a A 18,36 bcd A 21,09 bc A

IRGA 417 22,56 a A 18,30 ab A 21,89 ab A 24,56 ab A
IRGA 416 20,17 aA 22,63 aA 15,40 cd A 23,33 abc A
IRGA 420 18,26 ab A 12,10b B 11,03dB 13,40 c AB

IRGA 421 14,96 b B 20,16 ab AB 14,23 bcd AB 22,33 abc A

* Médias seguidas de letras iguais, minUscula manece mailscula na linha, ndo diferem signifiGatiente
pelo teste Tukey (5%).

Quanto ao efeito dos diferentes tratamentos nds/amgs, para altura de plantas,
verificou-se que as cultivares 409, 410 416 e & apresentaram diferencas significativas
para os tratamentos, por isso ndo estdo apresenteddabela 5. Entretanto, para as
cultivares 418, 420 e 421 observaram-se diferesigagicativas (Tabela 5). Para nenhuma
das cultivares houve diferenca significativa dasatmentos para a testemunha. As plantas
da cultivar 418 tratadas com o bioformulado TVIResgntaram altura inferior aquelas
tratadas com o bioformulado TSP2.

Na cultivar 421 os resultados foram semelhanteglag observados na cultivar
418. As plantas tratadas com o isolado TSP2 forgrargres a testemunha, no entanto nédo
diferiram das plantas tratadas com os demais igslad

Corroborando com os resultados obtidos nessellti@bResendest al. (2004)
também nao verificaram aumento significativo naraltde plantas de milho tratadas com
T. harzianum em relacdo aquelas néo tratadas.

Entretanto, os resultados obtidos por Weiler (20f#h)trapdem-se, visto que, o
autor observou que plantas de fumo tratadas Tdohoderma sp. apresentaram maior
estatura que aquelas ndo tratadas, além de um mi@oretro do caule. Porém, os
resultados comentados acima, assemelham-se cobhtidssopor Changt al. (1986), onde

0s autores perceberam que um aumento d@d@ 16 esporos/g de solo na aplicagéo do
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fungo resultou em um aumento significativo na altde plantas de pepino. Yediciaal.

(2001) mostraram que plantas de pepino tratadasTcdwarzianum (T-203) apresentaram
um incremento significativo no comprimento de bgées e é&rea foliar, quando
comparadas a testemunha.

Nos resultados da variavel massa seca da parte, adreomportamento das
cultivares dentro de cada tratamento foi diferelatguele observado para altura de plantas.
N&o houve, em nenhum dos tratamentos comportanestatisticamente diferente das
cultivares. Entretanto, na testemunha foi possibslervar diferenca entre as cultivares,
sendo que a cultivar 418 foi significativamenteesigy a cultivar 421 (Tabela 6). Como foi
observada diferenca apenas na testemunha, € gassis&erar que os tratamentos com 0s
isolados deTrichoderma spp. foram capazes de minimizar as diferencascdm@o de

massa seca das cultivares, tornando-as com comyata igual.

TABELA 6. Massa seca da parte aérea de plantas de arraza@gdtiIRGA 409, 41
416, 417, 418, 420, 421, inoculadas com trés hafitedos a base
Trichoderma spp. Porto Alegre, RS, UFRGS, 2006.

Peso seco da parte aérea (g x 40

Cultvar Testemunha THAR TVIR TSP2
IRGA 418 2413 a A* 1838aA  186laA 2491 a A
IRGA 416 1,895 ab AB 1,408 a AB 1,140 a B 2033aA
IRGA 410 1,786 ab A 2130a A 1.930 a A 1566 a A
IRGA 409 1,500 ab A 1.888 a A 2256 a A 1316 a A
IRGA 420 1.428 ab A 0.866 a A 0758 a A 0975aA
IRGA 417 1.426 ab A 1.027 a A 1583 a A 1.350 a A
IRGA 421 1,178 b A 1,923aA 1,041 aA 2269 a A

* Médias seguidas de letras iguais, minUscula manece mailscula na linha, ndo diferem signifiGatiente
pelo teste Tukey (5%).

Para efeito dos tratamentos dentro de cada ayltnzo foi observada diferenca
significativa nas cultivares 409, 410, 417, 418) é221. Na tabela 6, observa-se que para
cultivar 416 o tratamento com o isolado TSP2 propoiou um incremento de massa seca

nas plantas quando comparado com o resultado miopado pelo isolado TVIR. Os
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tratamentos TSP2 e THAR néo diferenciaram-se denesha.

Assim como para altura de plantas, Weiler (2004gomu também um incremento
de peso seco de parte aérea e raizes em plattasgr@om isolados deichoderma sp.,
concordando com os resultados obtidos para a aultt6 (Tabela 6). Windharmt al.
(1986), em estudo com plantas de tomate e fumobé&amverificaram um aumento
significativo no peso seco de parte aérea e rakdedeld & Chet (1992) e Chang al.
(1986) também observaram um aumento do peso sguarttaaérea em plantas de pepino,
pimentdo e tomate. Yedideé al. (2001) mostraram que plantas de pepino tratadaslco
harzianum (T-203) apresentaram um incremento significatiwgpaso seco.

Resultado contrario aos obtidos por esses autorescultivar 421, foi obtido por
Resendet al. (2004) que, observaram apenas um aumento da enat@a de raizes, sem
verificar efeito na massa seca de parte aéreamPesée resultado corrobora com o obtido
na cultivar 409.

Comparando os resultados obtidos neste trabalinoaceles obtidos por Almanca
(2005), verifica-se que este autor observou qusotado TVIR deTrichoderma sp. e a
mistura dos isolados TVIR, THAR e TSP2 proporcianarum aumento na altura das
plantas. A massa seca das plantas somente fodafe&do isolado TVIR. Vale ressaltar que
estes resultados foram obtidos em solo e com @&mpyasdo patdgeno, diferentemente do
atual experimento em que foi utilizada a semeadoraermiculita + areia, sem a presenca
do patégeno e com uma dose mais elevada do miaienga.

Furuyaet al. (2005) observaram que no Japao tem sido verificaso mudas de
arroz cultivadas em solo com média produtividade af@tados por fungos que penetram
nas raizes, mas nao causam sintomas tipicos. Bgsswbtidos, 11,1% foram espécies do
géneroTrichoderma e estas espécies apareceram em 19 dos 22 solatradns. Os
autores observaram que um isoladoTdéarzianum, assim como dé&liocladium virens

Miller et al., ocasionaram descoloracdo e inibicdo do desenvehtin de raizes
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secundarias. No entanto, nédo inibiu significativateea elongacéo de raizes. Assim como
no presente trabalho, Furugtaal. (2005) testaram a interagéo éharzianum com plantas
de arroz em vermiculita e areia, ambiente pobrenatéria organica.

Vale ressaltar que a variacdo de resultados disxugpode ser devido a que o0s
mesmos foram obtidos em diferentes espécies dé¢aplanltivadas. Na literatura ndo se
tem resultados que mostrem avaliacdo do efeitsalados ddrichoderma sp. em plantas
de arroz, portanto, a discussao dos resultadosultagares dentro de cada tratamento ficou
dificultada.

Para todas as variaveis analisadas observou-seommpoctamento variado dos
isolados de Trichoderma spp., demonstrando uma interagdo diferenciada e dest
microrganismo com as diferentes cultivares de ammstas interagdes também devemos
levar em consideracdo que os isolados utilizadosat@alho sdo de diferentes espécies, o
gue também pode explicar os resultados encontrados.

Com isso, na possibilidade da elaboragdo de umupyodomercial a base de
Trichoderma spp. para a cultura do arroz, esse possivelmesteré ser composto de

diferentes isolados para possibilitar o uso enrelifies cultivares.

4.4 Producdo de AIA, sideroforos e atividade protesaica por isolados de
Trichoderma sp. como possiveis mecanismos envolvidos na proogde
crescimento

Uma das caracteristicas dos fungos que podemcipartido mecanismo de
promocéao de crescimento das plantas é a producAtAde

E possivel verificar na Tabela 7 que trés dos desatestados produziram AlA,
sendo que isolado TARVI. aureoviride, diferenciou-se dos demais na producéo deste
hormonio vegetal. O isolado TSP2 também apresgmuducao de AIA com valor menor

somente que o isolado TARV.
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TABELA 7. Producéo de acido indol acético (AlA) geolados delrichoderma spp
Porto Alegre, RS, UFRGS. 2007.

IsoladosTrichoderma spp. AIA (ug AIA/mL)
TARV 19,499 a*
TSP2 6,527 b
TVIR 1,863 c
TPSK 0,000 c
THAR 0,000 c

* Médias seguidas de letras iguais nao diferem fesite Tukey (5%).

Gravelet al. (2007) verificaram a producéo de acido indoliaoghor um isolado de
T. atroviride. No trabalho, os autores testaram a producao AeeAl trés diferentes meios
de culturas contendo os precursores triptofanmatmina e triptofol.

A maior producao de AlA porF. atroviride foi observada com o precursor triptofol,
seguido da triptamina e por fim do triptofano. Camgmdo os resultados obtidos com
triptofano, o isolado testado por Graeehl. (2007) produziu uma quantidade de AlA (6,2
png/mL) semelhante ao isolado TSP2 (6,328/mL) e inferior ao produzido pelo isolado
TARV (19,499ug/mL). No entanto, a quantidade produzida @elatroviride com meio de
cultura com triptofol foi superior a todas encodés nos dois trabalhos.

Robinson et al. (1998) verificando a producdo de &cido indol @&cétpor
Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Sacc. f. smeschynomene puderam observar que
este fungo apresenta provavelmente dois tipos @s ossintéticas para a producao de
AlA. Além disso, observaram que a producdo de Aependente do precursor triptofano.
No teste com diferentes teores de triptofano nardei cultura foi possivel observar que
com zero de triptofano n&o houve producéo de Aksta producao foi sendo aumentada
com teores de triptofano mais elevados.

A competicdo por nutrientes na interacdo de miemoggos no solo pode ser
evidenciada pela produgdo de sideroforos pelos ledes na interacdo dos

microrganismos presentes neste ambiente.



44

Conforme pode ser observado na Tabela 8 n&o hodeeerda nos resultados
quanto a coloracdo do meio de cultura nos isolteikiados. Na avaliagdo realizada néo foi
feita a quantificacdo direta dos sideroforos. Eatr®, pela troca de coloragéo de azul para
vermelho-amarelada no meio de cultura que houvescionento dos isolados de
Trichoderma spp.é possivel afirmar que a quantidade produzida gtese semelhante. Na
testemunha que continha meio de cultura sem crestimfingico e com 0S mesmos
reagentes adicionados nos tratamentos néo foiczetd a troca de coloracdo para amarelo-

avermelhado (Figura 7).

TABELA 8. Producéo de sideroforos por isoladosTdiehoderma spp. Porto Alegr
RS, UFRGS. 2007.

IsoladosTrichoderma spp. Resultado*
THAR ++
TPSK ++
TSP1 4+
TARV ++
TVIR ++
Controle -

*++: intensa coloracdo amarelo-avermelhad®é; moderada coloracdo amarelo-
avermelhado;: auséncia de coloracdo amarelo-avermelhado.



FIGURA 7. Producdo de sideroforos por isolado @echoderma spp., frascos
coloracdo azul significa resultado negativo (tesitema) e de colorag
amarelo-avermelhada (isolado THAR). Porto Alegrg, BFRGS. 2007.

Guimaraes (2008) observou a producéo de sideréfamosm isolado d&. koningii
epifitico de bergamoteira, observando a troca deragdo do meio de cultura testado,
producdo semelhante a outros fungos filamentosoénk este mesmo autor nao verificou
a producdo de sideréforos por leveduras tambérttiepsf de bergamoteira.

A producao de sideroforos ja foi observada por ésngndofiticos de cacaueiro em
meio de cultura sélido e liquido. Paz (2005) testmlados deT. viride, Nectria sp.,
Fusarium oxysporum E.F. Sm. & Swingle &liocladium catenulatum Gilman & Abbott e
observou que o isolado de viride apresentou maior reacao de troca de cor o queaindi
uma maior producédo de sideréforos do tipo hidroxamnean meio sélido. Porém, em meio
liguido este isolado apresentou menor producaodgpuaomparado aos demais fungos. Um
dos possiveis fatores para este comportamentodeara que é sabido que fungos
apresentam crescimento diferenciado em meios soididquidos (Nigane & Singapud
Paz, 2005) e também porque os sideréforos prodsizeao meio liquido podem ser
degradados ou complexados por outros metais aatesaddeteccao.

Segundo Duffy & Défago (1999) a caracteristicgoamucdo de sideréforos pode
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contribuir também para o biocontrole de doencas) eoreducdo da disponibilidade de

ferro para os outros microrganismos e pelo possivelento na biossintese de compostos
antimicrobianos pelo microrganismo produtor do iftgo, pela participacdo do ferro
nestas rotas. Entdo, os sideréforos quando prooiath grande quantidade pelos fungos
antagonistas, indisponibiliza o ¥eao patégeno, o que leva a uma reducédo da doeaca e
uma promocao do crescimento das plantas. Adiciaeatie estes compostos quelantes de
ferro podem atuar na inducdo de resisténcia daggslecontra fitopatogenos (Glick &
Bashan, 1997).

Macagnan (2005) observou que os cinco isoladd3réptomyces testados em seu
trabalho foram produtores de sideréforos do tipdrddamato. Também observou que a
presenca de Beno meio de cultura foi capaz de inibir a produgéstes compostos, como
ja observado por Neilands (1995). Entretanto, apésder sido observada a producgéo de
sideréforos no meio de cultura, estes compostosnitdicam a germinacdo dos propagulos
de Crinipelis perniciosa Stahel (Singer). Diferentemente do observado pdve@te et al.
(1999) que verificaram a inibicdo na germinacaccoeidios e crescimento micelial por
siderdforos produzidos por leveduras.

Vittone (2008) testando a expressdo dos genes J,ekek 20 e Tex 21, envolvidos
na producado de sideréforos, observou que estes dersen expressados em condicdes de
baixa disponibilidade de ferro. A expressédo foiemts quando o meio de cultura
apresentava abundancia de ferro. Este comportani@ntdbservado também quando foi
avaliada a producéo de sideréforos propriamenge dit

Até entdo foi discutido a producdo de sideroformsmicrorganismos em situagdes
de aerobiose, condicdo da maioria dos sistemasltiféos agricolas. Entretanto, o arroz na
regido é cultivado em condi¢gBes de anaerobiossg solo irrigado sob inundagdo com
lamina de agua permanente.

Nas condigdes normais de solo sob alagamento tamasondigéo de anaerobiose
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e reducdo na maior extensdo do solo, com o nwrilemto estando na forma de'*fe
disponivel para as plantas de arroz e para os mgamsmos. Entretanto, temos duas zonas
em que ha presenca de oxigénio e, portanto umaigémndle solo oxidado, o que
quimicamente faz com que este nutriente fiqgue nadode F& e menos disponivel para
plantas e microrganismos (Vahl & Lopes, 1998). Blestndicdo 0S microrganismos
produtores de siderdforos, como os isoladodrdehoderma sp. testados neste trabalho,
podem levar vantagem em relacdo aos patdgenosperpianar condi¢cdes favoraveis as
plantas de arroz. A complexacdo de“Fpelos sideréforos poderia ainda favorecer as
plantas de arroz, pois teores altos dé&” pedem ser téxicos e ainda podem reduzir a
absorcao de potéssio.

A atividade protedsica € um importante mecanismibizado por fungos
biocontroladores de fitopatdgenos e promotores wEscinento, principalmente em
combinag&o com enzimas como quitinases e gluca(idsesll, 2003).

No teste realizado para deteccao de proteasesalésesido observada a formacéao
de halos, se caso o fungo crescesse no meio deacatide a Unica fonte de carbono era a
caseina. Entretanto, ndo foi observada a formagawalb, porém houve crescimento dos
isolados deTrichoderma spp. Entdo a avaliagéo foi realizada medindo-s#ametro da
colénia como indicativo da producéo desta enzirafarme j& utilizado por Viterbet al.
(2002) e Paz (2005). Esta néo formacéo de halsaag utilizacdo da fonte de carbono,
pode estar relacionada a permanéncia de grande gastenzimas extracelulares aderidas
externamente na parede celular do fungo ap0s aesuacdo (Barbosa al., 2001).Paz
(2005) também observou a auséncia de halo na g&alida producdo de enzimas
quitinoliticas e glucanoliticas de viride.

Nos resultados apresentados na Tabela 9 obsem#edeouve um comportamento
variado dos isolados testados. O isolado TSPlidoifeativamente superior a todos os

outros isolados, com excecdo do TARV. Os isoladbB\R, TPSK e TVIR n&o se
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diferenciaram entre si, enquanto que o isolado T&®20 que apresentou menor
crescimento no meio de cultura, porém nao foi figativamente inferior aos isolados

THAR e TVIR.

TABELA 9. Atividade proteasica de isolados @iechoderma spp. Porto Alegre, R¢

UFRGS. 2007.
IsoladosTrichoderma spp. Atividade Proteasica (diametro da col6nia —a)
TSP1 5,775 a*
TARV 5,210 ab
TPSK 4,345 bc
THAR 4,005 cd
TVIR 3,890 cd
TSP2 2,950d

* Médias seguidas de letras iguais ndo difereim f@ste Tukey (5%).

A acdo de proteases € relacionada a inativac@nzienas hidroliticas produzidas
por fitopatdgenos, como no caso Becinerea em plantas de feijdo. Além disso, estas
enzimas apresentam importancia na degradacdo deina® da parede celular dos
fitopatdgenos que em combinacdo com a acao sobmnzmas hidroliticas, acabam
reduzindo a capacidade de penetracdo do patdgeseunbospedeiro (Rodriguez-Kabana
et al., 1978; Benitezt al., 2004).

Paz (2005) detectou a producdo de proteases senmemt isolados deG.
catenulatum e T. viride com eficiéncia de antagonismo ja demonstrada &o@tr
perniciosa, onde possivelmente estas enzimas agem na in@bivigenzimas e degradacao
da parede celular do patdgeno. Esta atividade deadacdo da parede celular d@e
harzianum emC. perniciosa ja foi observada por De Marco & Felix (2002).

Kamenskyet al. (2003) observaram que a bacté8aratia plymuthica (Dyar)
Bergey foi capaz de produzir AIA em quantidaded dea 23 mg/L, resultado semelhante

ao produzido pelo isolado TARV no presente trahalkiém disso, os autores observaram
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que esta bactéria apresentou atividade prote&sicdarmacéo de halo em torno da colénia

pela degradacédo da caseina e também foi capazddezprsideréforos em meio liquido.
Estas atividades foram relacionadas com a capacidadactéria em controlBr cinerea e
S sclerotiorum.

Com estes resultados obtidos podemos fazer algosleagbes com os resultados
obtidos na interacédo das cultivares de arroz esaados delrichoderma spp. O isolado
TSP2 foi o que mais influenciou positivamente a saaseca e a altura das plantas,
correlacionando com isto foi 0 que mais produzidk Adom excessao do isolado TARV
que nao foi testado na interagdo com as plantaénP@ aumento populacional do isolado
TSP2 quando testado em solo sob irrigagao por agéwlfoi inferior as demais isolados
testados.

O isolado TSP2 também proporcionou aumento deaatterplanta e diminui¢éo da
incidéncia do enrolamento do arroz nos testeszaads por Almanca (2005). Porém, este
autor verificou que o isolado que apresentou maksultado no aumento da altura e massa

seca de plantas e diminui¢éo da incidéncia de @meito do arroz foi o TVIR.



5 CONCLUSOES

1. Espécies dé@richoderma sdo capazes de sobreviver em condi¢cdes de solo sob
irrigacdo por inundacdo, o que torna-os com poakmpara a utilizacdo em estratégias de
controle biolégico para lavouras de arroz e custigcom excesso de umidade no solo;

2. Espécies dérichoderma possuem interagdo diferenciada com cultivaresrde,a
iIsto possibilita uma utilizacdo mais adequada déerehtes isolados com as diferentes
cultivares;

3. Os isolados testados produziram proteases,0fides e acido indol acético,
substancias que podem estar envolvidas tanto ntegso de promocdo de crescimento

quanto no controle de fitopatégenos na interdgé&hoder ma spp.-arroz-patdogenos.



6 CONSIDERACOES FINAIS

E de suma importancia que sejam realizados nowestduscando identificar a
funcdo de cada uma das substancias, sider6forotgapes e acido indol acético, na
interacdoTrichoderma spp. Com por exemplo, buscando entender porquads® que
foram mais eficientes em trabalhos anteriores méiesantaram os maiores resultados de
atividade protedsica no atual trabalho e tambémpssasolados que foram maiores
produtores de proteases poderdo apresentar efeciBaccontrole de doencgas e promogéo
de crescimento de plantas de arroz os isolados.

Outros trabalhos também sado importantes de serafizagos como, testando
diferentes quantidades de bioformulado aplicadsalo para tentar explicar as diferentes
respostas das cultivares de arroz, buscando ajast@loses mais adequadas para cada
isolado; testando o efeito somente dos metabdidsichoderma spp., através de ensaios
com filtrados do fungo e o verificando outros pesisi mescanismos que podem estar
envolvidos na interagabrichoderma-arroz-patdégenos, producédo de quitinases, glucanase

metabdlitos volateis e antibidticos.
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