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Resumo

Um estudo foi desenvolvido com o objetivo de determinar aspectos envolvidos no controle
biolégico do mofo branco causado por Sclerotinia sclerotiorum, com o uso de Trichodema.
Vérias linhagens de T. harzianum foram testadas in vitro e in vivo contra o patégeno. A
linhagem que mostrou mais baixa capacidade antagonista nestes ensaios, CEN240, foi entdo
comparada fisiologicamente e sob presséo de selecéo por Benomil, com linhagens de
capacidade antagonista previamente conhecida, ou seja, CEN168, CEN198, CEN222 e
CEN266 (alto antagonismo) e CEN246 (baixo antagonismo) quanto a producado de enzimas
quitinoliticas, glucanasicas e proteasicas. Os fungos néo diferiram quanto a atividade
enzimética. O tratamento do solo com a linhagem CEN219 resultou em um incremento da
proporcao de plantas sadias (para cerca de 90-95%). As linhagens CEN168, CEN246, CEN262
e CEN266 poderéo possibilitar um manejo integrado com fungicidas do grupo dos
Benzimidazéis. Os resultados indicaram que o potencial de biocontrole, no caso do isolado
CENL168, nao esta correlacionado com atividade enzimatica em filtrado de cultura. Futuros

trabalhos dever&o focar no mecanismo de modos de ac¢édo envolvidos.

Palavras-chave: enzimas quitinoliticas, micoparasitismo, controle biol6gico, mofo branco de

feijoeiro e da soja.
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ABSTRACT

A studied was carried out in order to determinate aspects related to biological control of
the white mold caused by Sclerotinia sclerotiorum, using Trichodema. Several T. harzianum
lineages were tested in vitro e in vivo against the pathogen. The lineage that showed lower
antagonistic capability in these essays, CEN240, was then compared in terms of the
physiology and under selection pressure by Benomil, with lineages of antagonistic
capability previously known as CEN168, CEN198, CEN222 e CEN266 (high antagonism)
and CEN246 (low antagonism) as regards chininases, glucanases and proteases. Similar
results were observed with the fungi in term of enzymatic activities. Treating the soil with
CEN 219 lineage resulted in an increase in the more proportion of healthy plants (to about
90-95%). The lineages CEN168, CEN246, CEN262 and CEN266 could be used for the
integrated management of the disease with Benzimidazoles fungicides. Our findings
indicated that the potential in biocontrol in the CEN168 lineage case is not correlated with
enzymatic activities in culture filtrate. Future investigation will focus on the mechanism of
mode of action involved.

Additional keywords: chitinolytic enzymes, micoparasitism, biological control, white mold

of bean and soybean.



INTRODUGAO

A soja (Glycine max [L.] Merril) e o feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Fabales: Fabaceae)
encontram-se entre as principais espécies cultivadas em todo o mundo. Especialmente para
a populacdo da América Latina, onde é amplamente consumido, o feijao constitui fonte de
baixo custo de proteinas, carboidratos, lipidios, minerais, vitaminas e fibras (MESSINA,
1999). A soja, por sua vez, esta entre as culturas de maior expressao mundial. Nesse
cendrio, o Brasil se destaca como primeiro produtor de feijdo e segundo produtor de soja

(Embrapa, 2006a, 2006b).

Um dos grandes obstaculos para a producao dessas duas leguminosas tem sido o mofo
branco, doenca causada pelo ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary (Helotiales:
Sclerotiniaceae). Trata-se de um patégeno nao especifico ja relatado em 361 espécies de
plantas, agrupadas dentro de 64 familias. Sua ocorréncia abrange praticamente todos os

paises do mundo, com perdas na producao de até 100 % (PURDY, 1979).

O mofo branco causa diversos sintomas, tais como podriddes de pré e pés-emergéncia,
tombamento de plantulas, murcha de folhas, podridao do colo, da raiz e da coroa e necrose
total dos tecidos (KIMATI et al., 2005). Sob condicdes de umidade, caracteriza-se pela
presenca de um micélio branco e contonoso na superficie externa das plantas. Alta
umidade relativa do ar associada a temperatura entre 25 °C e 30 °C sio favoraveis ao

patégeno.

A disseminacao de S. sclerotiorum ocorre por meio de esclerécios, estruturas quiescentes
gue permanecem viaveis no solo por longos periodos de tempo até que as condi¢cdes
ambientais se tornem favordveis para sua germinacao. Os esclerécios podem germinar e
provocar dois tipos de infeccao: a) miceliogénica, na qual o micélio germina de esclerécios
no solo e coloniza o colo e as raizes da planta; e b) carpogénica, quando apotécios se
originam dos esclerécios e produzem ascésporos, que irdo atingir a parte aérea. O micélio
entao invade as células e os espacos intercelulares, podendo alcancar o sistema vascular

(LUMSDEN, 1979). O ciclo da doenca se completa com a formacdo de novos esclerécios.

A colonizacao ocorre associada a liberacao de enzimas capazes de degradar a parede
celular das células hospedeiras. Acredita-se que a enorme variedade de celulases,
hemicelulases e pectinases produzidas por este fungo seja um dos fatores que contribuem

para a sua falta de especificidade (RIOU et al., 1991).

A producédo de acido oxalico também esta relacionada com a viruléncia de S. sclerotiorum.

Apesar de ainda ndo se conhecerem seus mecanismos exatos de acao, o acido oxalico,



além de propiciar um pH adequado para acao de suas enzimas, interfere com a producéao
de acido abscisico e desregula as células-guarda dos estdmatos, provocando a murcha das
folhas, e pode ser diretamente téxico as plantas, enfraquecendo suas defesas e suprimindo

a explosdo oxidativa (CESSNA et al., 2000; GUIMARAES e STOTZ, 2004).

Para controle do mofo branco, sdo empregados fungicidas quimicos; entretanto, este nao é
um método a ideal, pois, além de ineficaz, o uso de destes produtos causa danos
ambientais e a salide humana. Estima-se que apenas 1 % do volume total de agrotéxicos
aplicados realmente atinge o alvo (RAVEN et al., 2001). Ademais, os microrganismos sao
submetidos a uma pressao de selecdao, com vantagem para aqueles resistentes aos
produtos utilizados, resultando na predominancia destes no ambiente (JACK et al., 1991).
Desse modo, a busca por técnicas menos agressivas e mais eficientes no manejo da

doenca tem dirigido a atencdo para o controle biolégico.

O género Trichoderma Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae) constitui hoje o grupo de
agentes de biocontrole de fungos fitopatogénicos mais estudado. O rapido crescimento
micelial, a alta producao de conidios, a sintese de diversos antibiéticos e a capacidade de
viver de diversas formas (saprotréfica, simbionte ou micoparasita) sdo caracteristicas que o
tornam atraente para esse fim. Esse género esta distribuido mundialmente, com algumas
espécies restritas geograficamente e outras se apresentando como cosmopolitas. Dentre
estas espécies, 7. harzianum é a que apresenta o maior nimero de individuos e a maior

disseminacao (SAMUELS, 2006).

Trichoderma pode se associar com raizes de plantas, por mecanismos similares aqueles de
fungos micorrizicos. Ao penetrar raizes, induz a producao de substancias antimicrobianas,
as quais ele préprio apresenta tolerancia, resultando na inducao de resisténcia da planta
(BENITEZ et al., 2004) a diversos patégenos. De forma complementar, o fungo simbionte
produz enzimas, proteinas, oligossacarideos e outras substancias que provocam mudancgas
metabdlicas na planta e aumentam a sua resisténcia a bactérias, fungos e virus (HARMAN

et al., 2004).

As interacoes com a planta sao apenas um dos diversos mecanismos de controle de
doencas por Trichoderma, que também se apresenta como um étimo competidor por
espaco, oxigénio, agua e nutrientes, restringindo o desenvolvimento de outros
microrganismos pela falta destes (MELO, 1996). Pode, ainda, alterar o pH do solo por meio
da secrecao de acidos organicos, o que afeta a atividade de outros microorganismos, além

de inibir a producéo de fatores de viruléncia (BENITEZ et al., 2004).



A antibiose é outro mecanismo que desempenha importante papel nas interacdes de
controle biolégico, e ocorre por meio da producdao de metabdlitos secundarios que inibem o
crescimento ou a germinacao de esporos do fitopatégeno. Muitas linhagens de
Trichoderma produzem metabdlitos volateis e nao volateis com atividade antimicrobiana

(GHISALBERTI e ROWLAND, 1993).

Por ultimo, Trichoderma pode agir de forma direta sobre os fungos fitopatogénicos por
meio da interacdo conhecida como micoparasitismo. De todos os mecanismos de controle
de doencas de plantas, este € o mais complexo e com o maior nimero de etapas

envolvidas (LIMA et al., 1998).

A interacdo micoparasita se inicia por quimiotropismo, quando substancias quimicas
produzidas pelo patégeno estimulam o crescimento das hifas do antagonista na sua direcao
(CHET et al., 1988). Ao entrarem em contato, lectinas do potencial hospedeiro se ligam a
carboidratos da parede celular de Trichoderma (ELAD et al., 1983). Esta ligacdo quimica
provoca uma transducao de sinal, com a ativacado de proteinas G, que irdo induzir o
aumento de AMP ciclico (AMPc) intracelular. O AMPc atua como segundo mensageiro,
provocando divisdo nuclear e rearranjo de citoesqueleto, induzindo o enrolamento do
micélio do antagonista ao redor das hifas do hospedeiro e a formacao de apressérios e

estruturas em formato de gancho (OMERO et al., 1999).

Acredita-se que, apds o reconhecimento e a resposta morfolégica ao hospedeiro, um
decréscimo nos niveis de AMPc induzem a expressao enzimatica do antagonista (ROCHA-
RAMIREZ et al., 2002: SILVA et al., 2004). A penetracdo de Trichoderma no limen das
hifas do hospedeiro ird depender da taxa de secrecao de enzimas hidroliticas
extracelulares, que degradam a parede celular do fungo e geram orificios no local dos
apressorios, permitindo a invasao do interior do corpo do hospedeiro. A secrecao

enzimatica constitui uma etapa essencial no biocontrole de fungos (HARAN et al., 1995).

Os protoplastos dos fungos séo protegidos por parede celular, a qual seleciona o fluxo de
materiais, protege o organismo contra ambientes hostis e constitui um obstaculo para
possiveis parasitas. A parede celular de fungos é constituida principalmente por quitina, -
1,3-glucana e proteinas. O sucesso da digestao das células do hospedeiro pelo agente de
controle bioldgico ird depender de sua habilidade de produzir enzimas capazes de degradar
esta barreira primaria. Entre as proteinas com acao enzimatica secretadas por Trichoderma
durante a interacdo micoparasita encontram-se quitinases, -1,4-N-acetilglicosaminidases,

B-1,3-glucanases e proteases (LIMA et al., 1998).



Além de sua atuacao como agentes de controle biolégico, muitas linhagens de Trichoderma
sdo naturalmente tolerantes a agrotéxicos pela capacidade de degrada-los, o que possibilita
um manejo integrado com adocao de produtos quimicos e biolégicos simultaneamente.
Nessa estratégia, doses do pesticida reduzidas a niveis sub-letais enfraquecem as
estruturas do fitopatégeno, tornando-o mais susceptivel a acdo do antagonista e, apds ter
desempenhado sua fungcao, é biodegradado pelo agente de controle biolégico (MELO et al.,
2001). Esta é uma habilidade interessante de certos fungos do género Trichoderma, pois
além de se possibilitarem a reducao no uso de agrotoxicos, podem degradar xenobidticos,

atuando dessa forma, na biorremediacado de solos poluidos (ESPOSITO e SILVA, 1998).

Mediante cuidadosa selecao de linhagens que leva em conta aspectos de sua
biosseguranca (por meio de estudos de impacto ambiental), Trichoderma apresenta pouco
risco para seres humanos e outros animais. A possibilidade de aliar sua acao promotora de
crescimento de plantas e remediadora de solos contaminados a sua capacidade como
agente de biocontrole torna ainda mais atraente o emprego de Trichoderma em programas

de controle biolégico.

Diante do que foi dito, conduziu-se este trabalho para o estudo de linhagens de
Trichoderma spp. existentes na colecdo de fungos agentes de controle biolégico da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), com respeito ao seu
antagonismo contra o patégeno S. sclerotiorum, visando a disponibilizacdo futura de

isolados dessa colecdo para o desenvolvimento de biofungicida.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos descritos neste trabalho foram realizados durante o ano de 2006, no
Laboratério de Fitopatologia, componente do Nucleo Tematico de Controle Biolégico

(NTCB) do CENARGEN.
1 - Selecédo de potenciais agentes de biocontrole
1.1 - Antagonismo in vitro

Para avaliacao do antagonismo, foram testadas 10 linhagens de 7. harzianum (CEN219,
CEN234, CEN235, CEN236, CEN237, CEN238, CEN239, CEN240, CEN241 e CEN257)
em confronto com uma linhagem de S. sclerotiorum, utilizando a técnica de cultivo

pareado.



Discos de 9 mm de didmetro contendo micélio do antagonista foram inoculados a 1 cm da
borda de placas de Petri com meio a base de batata — dextrose — agar (BDA). No outro
extremo da placa, também a 1 cm da borda, foi inoculado um disco com o micélio do
patdégeno. As placas foram incubadas em camara BOD (Fanem Modelo 347), com
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Prepararam-se quatro placas de cada
isolado, as quais foram distribuidas ao acaso na BOD. Medidas do crescimento micelial
foram tomadas a cada dois dias e, apés 14 dias, foi realizada a avaliacao final, com o
auxilio da escala proposta por Bell et al. (1982), pela qual sao atribuidas notas de 1 a 5,
onde: classe 1= colonizacdo de toda a superficie do meio por Trichoderma, este
sobrepondo a col6nia do patégeno; classe 2= colonizacdo de pelo menos 2/3 da superficie
do meio por Trichoderma, ainda sobrepondo a colénia do patégeno; classe 3 = colonizacao
de mais de 1/3 e menos de 2/3 da superficie do meio por ambos, Trichoderma e
antagonista, sem sobreposicdo de um pelo outro; classe 4 = colonizacao de 2/3 da
superficie do meio pelo patégeno, este resistindo a invasao por Trichoderma e 5=
colonizacao de toda a superficie do meio pelo patdégeno, este sobrepondo a colbénia de
Trichoderma. De acordo com essa classificagao, linhagens com notas menores ou iguais a

2 sao consideradas altamente antagonistas.

1.2 - Antagonismo in vivo

Este experimento foi conduzido em casa de vegetacao, onde a umidade relativa variou de
70 a 100 % e a temperatura de 20 a 35 °C. Utilizaram-se as mesmas linhagens de T.
harzianum e S. sclerotiorum do ensaio anterior, as quais foram repicadas para erlenmeyers
de 250 mL contendo arroz parboilizado com umidade a 60 %. Apds sete dias de
crescimento, os fungos foram inoculados em solo estéril acondicionado em vasos de 3 kg
de capacidade. A inoculacdo do solo com 7. harzianum e S. sclerotiorum ocorreu
simultaneamente, utilizando-se 10 g de arroz colonizado por kg de solo. Em seguida,
foram distribuidas 10 sementes de soja ou feijdo por vaso. Vasos, cujo solo recebeu
apenas o patégeno foram utilizados como testemunhas. O delineamento experimental foi
em blocos inteiramente ao acaso, com trés repeticoes. Foram incluidos, ainda como
testemunhas, vasos cujo solo foi tratado apenas com Trichoderma e sem nenhum dos

tratamentos.

2 - Estudos de atividade micoparasitica

2.1 - Selecdo das linhagens de Trichoderma para estudo

Neste experimento foram utilizadas, além da linhagem CEN240, outras sete linhagens de

Trichoderma spp. anteriormente avaliadas quanto ao potencial de biocontrole Sclerotium



rolfsii Sacc., também em feijao e soja, onde quatro foram classificadas como melhores
(CEN168, CEN198, CEN222 e CEN266) e trés (CEN206, CEN246 e CEN262) como piores,

em termos de capacidade antagonistas.

2.2 - Avaliacéo fisiolégica

Discos de 4gar de 9 mm de didmetro colonizado com o fungo foram transferidos para o
centro de placas de Petri contendo meio BDA e mantidos em incubadora a temperatura de
25 °C com fotoperiodo de 12 horas. A cada 24 horas, ocorreu a medicao do didmetro de
col6nia e, apés 7 dias, foi realizada a contagem da producéao total de conidios ao
microscépio 6tico, com auxilio de uma cdmara de Neubauer. Os experimentos foram

conduzidos com trés repeticoes.

2.3 - Crescimento em meio contendo Benomil como fator de pressao de selecao

Discos de agar de 9 mm de didmetro colonizado com fungo foram inoculados em placas de
Petri, contendo meio de cultura BDA adicionado de Benomil (Du Pont, Inc.), nas
concentracdes de 0, 1, 2 e 5 ug.mL". O ensaio foi conduzido com trés repeticdes de cada
uma das oito linhagens utilizadas. As placas foram incubadas nas condicdes descritas
anteriormente. As avaliacGes ocorreram pela andlise do desenvolvimento micelial em

intervalos de tempo de 24 h, 48 he 72 h.

2.4 - Estudo de micoparasitismo

2.4.1 - Crescimento em meio liquido

Dentre as linhagens utilizadas nos trés ensaios anteriores, foram selecionados linhagens de
T. harzianum CEN168, CEN240 e CEN246 para estes estudos. Para producao da biomassa
fungica, foram transferidas suspensdes de conidios (1,0 x 10% conidios.mL™") para frascos
de 250 mL, contendo 50 mL de meio completo (PONTECORVO, 1953), constituido de KCI
0,5 g.L", KH2PO4 1,5 g.L", MgS04 0,5 g.L", NaNOs3 6 g.L", caseina 1,5 g.L", extrato de
levedura 0,5 g.L", glicose 10 g.L", peptona 20 g.L ', FeS04 0,001 g.L”" e ZnS0O2 0,001

g.L", com pH de 6,5. A incubacdo ocorreu a 27 °C em agitacdo de 150 rpm.

2.4.2 - Inducdo enzimética

Para a inducao enzimatica, a biomassa obtida apds 48 h de incubacao foi transferida para
meio minimo (OKON et al., 1973), constituido por KCI 0,2 g.L"", KH2P0O4 0,9 g.L!, MgSOa4
0,2 g.L", NHaNO3 1 g.L", FeS04 0,002 g.L" e ZnS0O4 0,002 g.L" suplementado com



quitina 0,5 g.L ™' como Unica fonte de carbono. O pH do meio foi ajustado para 6,3. A
incubacao ocorreu a 27 °C, em agitacdao de 150 rpm. Apds 48 horas, as amostras foram
submetidas a filtracao a vacuo, colhendo-se o filtrado, que foi sob refrigeracdo a -20 °C até

o momento de uso. A producado de biomassa e a inducdo ocorreram em triplicata.

2.4.3 - Determinacdes bioquimicas

A - Dosagem de proteina total

A dosagem de proteina total das amostras obtidas apds a inducao ocorreu segundo a
metodologia descrita por Bradford (1976), em que, em um tubo de ensaio, foram
adicionados 700 pL de agua destilada, 100 pL do filtrado e 200 yL do reagente de
Bradford (BIORAD), seguindo-se a leitura em espectrofotdometro com comprimento de onda

de 595 nm. Como branco, dgua destilada foi utilizada no lugar do filtrado.

B - Dosagem de quitinase

A dosagem de quitinase foi realizada conforme metodologia de Molano et al. (1977),
modificada por Queiroz (2000), onde 500 pL de quitina e 500 pL da amostra foram
adicionados a tubos plasticos de 1,5 mL e incubados por 24 horas a 37 ° C, sob agitacao
de 150 rpm, seguida de centrifugacao a 12000xg por 5 minutos. Apds esse procedimento,
500 pL do sobrenadante da reacao foram transferidos para tubos de ensaio contendo 1 mL
de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e fervidos por 5 minutos, conforme Miller (1959). Como
brancos, foram utilizadas enzima desnaturada e quitina dissolvida em agua. A determinagao
da liberacdo de aclcares redutores da reacao ocorreu pela quantificacdo da absorbéancia

das amostras em espectrofotébmetro, com comprimento de onda de 550nm.

C - Determinacdo de N-acetilglicosaminidases

Para a quantificacdo da producédo de N-acetilglicosaminidases, foi utilizada a metodologia
descrita por Yabuki et al. (1986), modificada por Queiroz (2000), em que um tubo de
ensaio contendo 50 pL da amostra, 350 pL de tampao fosfato de s6dio 10 mM pH 6,0 e
100 pL de substrato (p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina 5 mM dissolvidos em tampao
fosfato de sédio 10 mM pH 6,0), foi mantido em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.
Ap0ds esse periodo, adicionou-se 1 mL de Na2C0Os 250 mM. Como brancos, foram
utilizados enzima desnaturada e substrato dissolvido em agua. A leitura da absorbancia do

ensaio ocorreu em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 405 nm.



D - Determinacéo de B-1,3-glucanases

A determinacédo de B-1,3-glucanases ocorreu segundo descrito por Elad et al. (1982),
modificado por Queiroz (2000), onde 250 uL de laminarina (laminarina 0,2 % dissolvida em
tampao acetato de sédio 60mM (pH 5,0) foram adicionados a 500 pL de amostra e
mantidos em banho-maria a 37 °C por 1 hora. Enzimas desnaturadas e substrato dissolvido
em agua foram utilizados como brancos. Apds esse periodo de incubacado, 500 pL da
reacdo foram transferidos para tubos de ensaio adicionando-se 1 mL de reagente DNS,
seguindo-se fervura por 5 minutos. A leitura da absorbéncia do ensaio ocorreu em

espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 550 nm.

E - Dosagem de protease

Utilizou-se o método proposto por Kunitz (1946) modificado por Queiroz (2000) para a
dosagem de atividade proteolitica, onde 500 pL de caseina (caseina 1 % em tampéo
fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e MgClz 0,1M) foram adicionados a 500 yL de amostra,
sendo mantidos em banho-maria a 37 °C durante 1 hora. A reacao foi entdo interrompida
com 100 pL de &cido tricloroacético (TCA) 50 % durante 1 hora a -20 °C. Apéds este
periodo, seguiu-se a centrifugacao a 12000xg durante 5 minutos. Para a determinacado da
quantidade de triptofano, tirosina e fenilalanina liberadas, procedeu-se a leitura da

absorbancia em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 280 nm.

2.5 — Anadlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo

Teste de Tukey, com probabilidade a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Antagonismo in vitro
De acordo com a escala de Bell et al. (1982), os isolados de Trichoderma foram ordenados

com valores de 1 a 3, em relacdo a acao antagonista contra S. sclerotiorum (Tabela 1).



Tabela 1 — Acdo antagonista de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum expressa em graus da
escala de Bell et al. (1982), valores médios de inibigédo do crescimento e do nimero de
esclerécios formados pelo patégenos.

Notas N° de esclerécios por
Linhagem Inibicao de crescimento (%)

médias placa
CEN219 1 83,7ba* 00,00a*
CEN234 1 78,75ab 2,75ab
CEN235 1 87,50a 4,00ab
CEN236 2 61,25ab 15,00abc
CEN237 2 60,00ab 2,75ab
CEN238 2 76,25ab 6,00ab
CEN239 2 67,50ab 19,25bc
CEN240 3 43,75b 31,50c
CEN241 3 51,25ab 27,50c
CEN257 3 45,00b 24,75c

Testemunha - 00,00c 63,50d

*Valores seguidos pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 0,05.

As linhagens de 7. harzianum CEN219, CEN234 e CEN235 (com maioria das notas igual a
1) mostraram-se altamente antagonicos a S. sclerotiorum pelo método de cultivo pareado.
Entretanto, todos os isolados inibiram o crescimento e a formacao de esclerécios do
patégenos, em comparacdo com a testemunha. Alguns isolados, como CEN257 e CEN240,
apresentaram notas intermediarias (iguais a 3) na escala, ou seja, ao ocuparem 0 espaco
fisico, eles foram capazes apenas de deter a expansao de S. sclerotiorum. Nenhuma das
linhagens testadas apresentou nota maior ou igual a 4, o que caracterizaria inibicdo de
Trichoderma pelo patégeno. As notas atribuidas correlacionaram-se com os percentuais de
inibicdo de crescimento e de producao de esclerécios do patégeno, para a maioria das

linhagens.

A maior capacidade de inibicdo de crescimento micelial de S. sclerotiorum foi verificada
com as linhagens CEN219 e CEN235 que, entretanto, nao diferiram significativamente de
outros cinco isolados. Para concluir, o fato de os isolados CEN219, CEN234, CEN235,
CEN236, CEN237 e CEN238 serem mais habeis em inibir a formacao de esclerécios de S.
sclerotiorum é um dado a ser considerado em trabalhos futuros, uma vez que estes
constituem importante forma de sobrevivéncia e disseminacdo do patégeno no campo

(FERRAZ e CAFE FILHO, 1998).



Antagonismo in vivo

As mesmas linhagens de Trichoderma utilizadas no experimento anterior, ao serem
avaliados contra S. sclerotiorum em casa de vegetacdo, apresentaram diferentes niveis de

controle (Figura 1).
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Figura 1 — Valores médios de plantas vivas obtidos em solo infestado com S. sclerotiorum
e tratado com diferentes isolados de Trichoderma harzianum. Barras de mesma letra nao

diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 0,05.

As linhagens CEN219, CEN235, CEN236 e CEN239 apresentaram maiores valores médios
de plantas vivas, tanto de feijao como de soja, significando percentuais de biocontrole de

S. sclerotiorum superiores a 80 %. Em soja, se destacaram CEN219, CEN235, CEN236 e
CEN237, CEN238, CEN239 e CEN257 (Figura 1).

Observaram-se algumas diferencas marcantes para capacidade de controle biolégico do
mofo branco, nas duas culturas, considerando-se uma mesma linhagem de Trichoderma.
Neste aspecto, destacaram-se duas linhagens, com as quais se obtiveram taxas de controle
muito semelhantes (CEN235) ou iguais (CEN236). H4 uma grande complexidade no
relacionamento da planta com os microorganismos que habitam a rizosfera (HANDELSMAN
e STABB, 1996), dai essa variabilidade na supressdo de patégeno por um mesmo
antagonista, mesmo nao se tratando de interacdes altamente especificas, como neste

caso.



As duas espécies vegetais utilizadas neste estudo (G. max e P. vulgaris), apesar de serem
classificadas na mesma familia botanica, ndo possuem as mesmas caracteristicas
fisiolégicas e apresentam distintos graus de resposta ao invasor, além de terem formas
diferentes de interacdo com os antagonistas (STOSSEL e MAGNOLATO, 1983; PROCOPIO
et al., 2004). A capacidade de vigilancia e deteccao de invasores varia entre as espécies
de plantas, assim como os microorganismos e sua capacidade de producao de elicitores,
moléculas que provocam a reacdo das defesas das plantas (KNOGGE, 1996). Além disso, a
defesa localizada ou sistémica pode ocorrer em resposta ao patégeno ou pode ser induzida
por 7. harzianum (DE MEYER et al., 1998). Todos estes fatores exercem grande influéncia
sobre o grau de intensidade da doenca e, conseqliientemente, sobre a taxa de controle
biolégico por T. harzianum. Portanto, a variacao obtida dentro do ensaio pode ser

resultante da interacdo entre patégeno, antagonista e as diferentes hospedeiras.
Avaliacao fisiologica

A linhagem CEN240, que apresentou um dos mais baixos desempenhos comparativamente
nos ensaios anteriores, foi escolhida para os estudos fisiolégicos juntamente com outras
sete linhagens previamente testadas em casa de vegetacao, ou seja, quatro linhagens que
apresentaram percentual de antagonismo maior que 90 %, (CEN168, CEN198, CEN222 e
CEN266) e trés linhagens, cujos porcentuais foram inferiores a 50 % (CEN206, CEN246 e
CEN262).

No tocante ao crescimento micelial, todas as oito linhagens de Trichoderma spp. cobriram
toda a superficie do meio de cultura, apdés 72 horas de cultivo. Sete dias de cultivo foram
suficientes para separar as linhagens em dois grupos, levando-se em conta a maior e

menor taxa de esporulacao (Tabela 3).

Todas as linhagens utilizadas apresentaram crescimento rapido, caracteristica esta
importante quando se trata de um agente de controle biolégico, tanto do ponto de vista da
producao em larga escala (PERES e MELO, 1995) como da vantagem competidora.
Entretanto, crescimento micelial rapido nao correspondeu necessariamente a maior
capacidade de esporulacao. Por outro lado, ndo ha indicios de que esses dois fatores

estejam relacionados com antagonismo.



Tabela 3 - Variabilidade de crescimento micelial e produgdo de conidios de linhagens de

Trichoderma.

Crescimento Micelial (cm)

Linhagem Producéo de Conidios
24h 48h 72h

CEN168 2,55 8,67 9,00 5,048 x 10°a

CEN198 2,30 7,31 9,00 8,625 x 10'b

CEN206 2,60 7,80 9,00 3,450 x 10'b

CEN222 2,71 7,86 9,00 1,425 x 10'b

CEN240 2,56 7,23 9,00 1,283 x 10°ab

CEN246 2,42 7,72 9,00 5,130 x 10°a

CEN262 3,09 8,78 9,00 3,428 x 10%ab

CEN266 3,02 8,59 9,00 3,353 x 10%ab

Crescimento sob pressao de selecao
A avaliacdo do efeito de fungicidas mostrou que a linhagem CEN168, apesar de ter
apresentado certa reducdo de crescimento, possui tolerdncia a concentracdes de até b5

ug.mL" de Benomil (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios de crescimento micelial de linhagens de Trichoderma apés 72

horas de cultivo em meio contendo diferentes concentracdoes de Benomil.

Crescimento micelial (cm) frente as concentra¢des de Benomil

Linhagem
0 pg.mL™* 1 pg.mL* 2 pg.mL™ 5 pg.mL™*

CEN 168 9,00a 9,00a 5,70a 1,88a
CEN 198 9,00a 8,68a 4,25abc 0,90c
CEN 206 9,00a 8,65a 1,67d 0,90c
CEN 222 9,00a 7,96a 2,28cd 1,02c
CEN 240 9,00a 8,85a 2,40bcd 0,90c
CEN 246 9,00a 8,95a 5,30a 1,53b
CEN 262 9,00a 9,00a 4,68ab 1,55b
CEN 266 9,00a 7,95a 3,87abcd 1,55b

O fungicida Benomil age ligando-se aos microtUbulos citoplasmaticos, inibindo a mitose de
fungos (DAVIDSE, 1986). A tolerancia a Benomil pode estar relacionada a baixa afinidade
entre o fungicida e a B-tubulina presente no citoplasma dos fungos testados, ou ser
resultante de uma capacidade de metabolizacdo do agrotéxico (QUEIROZ, 2000). Com
excecao de CEN240, as linhagens que apresentaram valores mais elevados de producéo de

conidios resistiram ao fungicida; desse modo, é possivel que a capacidade de esporulacao



esteja diretamente relacionada com tolerancia ao fungicida. Este dado é importante do
ponto de vista pratico e merece estudos mais aprofundados, pois acena para a
possibilidade de integracdo do uso de fungicidas do grupo dos benzimidazdis e o agente de
biocontrole, ou ainda, para o emprego dessas na biorremediacdao de solos contaminados

por Benomil.

Estudos comparativos de micoparasitismo

Andlises de microscopia eletrénica tém confirmado a capacidade de 7. harzianum em
parasitar S. sclerotiorum (INBAR et al., 1996). Entretanto, 7. harzianum apresenta muitos
outros mecanismos de inibicao de fitopatégenos. Para verificar se o micoparasitismo é o
mecanismo de acao preferencial no biocontrole por 7. harzianum, CEN240, uma linhagem
de baixa capacidade antagonista, foi comparada com outras duas linhagens, CEN168, de
alta capacidade antagonista (maior que 90 %), e CEN246 (capacidade menor que 50 %).
Na avaliacao bioquimica, o crescimento em meio de cultura com quitina como Unica fonte
de carbono provocou uma baixa producdo de proteinas extracelulares por CEN168. Em
contrapartida, CEN240 e CEN246 apresentaram altas taxas de secrecdo de polipeptidios

nos filtrados, como podde ser verificado pela sua dosagem protéica, ilustrada na Figura 2.
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Figura 2 - Dosagem ae proteina total extraceiular nas amostras optiaas apds a inducéao

enzimatica.

A inducado de expressao enzimatica foi bem-sucedida, permitindo a dosagem de atividade
nos filtrados. Apesar de quitina ter sido utilizada como Unica fonte de carbono, constatou-
se baixa producao de quitinases; entretanto, N-acetilglicosaminidases, também envolvidas

com a degradacao de quitina, estiveram presentes em grande quantidade (Figura 3).
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Figura 3 - Deteccdo de atividade enzimética de 7. harzianum em meio contendo quitina

como Unica fonte de carbono.

Também se constatou a secrecdo de B-glucanases e proteases, apesar de baixa. Para a
quantificacao de proteinas com atividade enzimatica, considerou-se uma unidade
enzimatica (U) como a quantidade de enzima necessaria para provocar a mudanca de 1 nm
de absorbéancia por hora.

Acredita-se que o micoparasitismo seja resultante de sinergismo entre os diferentes tipos
de enzimas produzidas, e ndo somente da producdo de uma hidrolase especifica (ELAD,
2000). H& um ciclo que oscila entre aumento e queda na expressado de enzimas especificas
em relacdo ao tempo (HARAN et al., 1996b).

A taxa de producao de enzimas hidroliticas secretadas por Trichoderma quando em contato
com o hospedeiro em potencial sdo as principais responséaveis pelo micoparasitismo,
podendo ser utilizada como um critério para a selecao de bons micoparasitas (DE MARCO,
1999). Dentre os mecanismos que podem ser desencadeados durante o processo de
controle biolégico por micoparasitismo, destaca-se o sistema quitinolitico (HARAN et al.,
1996a). A quitina (um polimero de N-acetilglicosaminas conectadas por ligacdes p-1,4) é o
principal componente da parede celular de ascomicetos, seguida por B-1,3-glucana e
proteinas (LIMA et al., 1998). Desse modo, entre as enzimas envolvidas no
micoparasitismo, encontram-se quitinases, 3-1,4-N-acetilglicosaminidases, -1,3-
glucanases e proteases.

Com base nestas informacdes, a inducao de expressdo enzimatica se baseou no sistema

quitinolitico, com a utilizacdo de meio de cultura com quitina como Unica fonte de carbono,



nao sendo de interesse para este trabalho a inducdo com outros substratos. Devido ao seu
alto preco e a grande dificuldade de obtencado, os métodos originais de dosagem enzimatica
dos filtrados foram modificados, visando a economia de reagentes (QUEIROZ, 2000).

O filtrado de CEN168 apresentou uma baixa dosagem de proteinas em comparacdao com
CEN240, com a maior producdo de proteinas extracelulares, e CEN246, a segunda
posicao. Entretanto, estes dados nao se refletiram na dosagem de atividade enzimatica. As
linhagens testadas nao diferiram estatisticamente quanto a secrecao de enzimas
hidroliticas: foi verificada uma alta producao de N-acetilglicosaminidases e baixa de
quitinases, B-glucanases e proteases. Entretanto, todas as linhagens de 7. harzianum
utilizadas obtiveram uma producao semelhante de enzimas.

A alta atividade de N-acetilglicosaminidase e baixa producao de quitinases apresentadas
pelas linhagens foram resultados também obtidos por De Marco (1999) com a linhagem 7.
harzianum Tcq apds 48 horas de crescimento em meio de cultura contendo quitina como
Unica fonte de carbono. Estudando linhagens de Trichoderma de comprovada atividade
antagonista, De Marco et al. (2003) verificaram que 7. harzianum 1051 apresentava alta
expressao enzimatica, enquanto Trichoderma sp. TVC e T. harzianum 39.1 produziam
baixa quantidade de hidrolases micoparasiticas.

A anédlise bioquimica diferiu do esperado, onde CEN168 apresentaria uma alta dosagem
protéica e alta atividade enzimatica, e CEN240 e CEN246, baixa dosagem de proteinas e
de atividade enzimatica nos filtrados. Os dados obtidos indicam que talvez o critério
enzimatico nao seja prioritario para as linhagens utilizadas nesse experimento e o
antagonismo de 7. harzianum CEN168 possa ser resultante de antibiose ou inducao de
resisténcia nas plantas. Maiores estudos devem ser realizados, visando determinar qual o

fator de maior influéncia no controle biolégico de S. sclerotiorum por T. harzianum.

CONCLUSOES

1. As linhagens de Trichoderma utilizadas nesse estudo apresentaram capacidade de
inibir a infeccado de soja e feijao por S. sclerotiorum, causador do mofo branco.

2. Uma mesma linhagem de 7. harzianum pode apresentar acao variada em diferentes
espécies de plantas, mesmo quando micoparasitando a mesma linhagem de fungo
fitopatogénico.

3. Algumas das linhagens de Trichoderma utilizadas neste trabalho mostraram ser
tolerantes ao fungicida Benomil e devem ser estudadas em maior profundidade quanto a
este aspecto, pois uma vez confirmado este resultado, poderado ser Gteis em programas

de manejo integrado ou de biorremediacao de solos contaminados.



4. Micoparasitismo parece nao constituir o mecanismo principal de controle biolégico
utilizado por essas linhagens de Trichoderma, especialmente no caso da linhagem de 7.

harzianum CEN168, utilizada nos ensaios enzimaticos.
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